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RESUMEN 
 
Los anticuerpos de un solo dominio (Nb) de camélidos son producidos biotecnológicamente a 
partir de los genes que codifican para los anticuerpos de cadena pesada en los linfocitos de 
camélidos. Estos Nb de camélidos tienen varias ventajas frente a los anticuerpos IgG comunes, 
como ser muy resistentes a temperaturas altas, bajo pH, ser pequeños, solubles y fáciles de 
producir de forma recombinante.  
Este trabajo se basa en expresar y purificar anticuerpos recombinantes de un solo dominio de 
llama (Lama glama) en Escherichia coli y evaluar su capacidad para neutralizar la actividad 
hemorrágica de una fracción pesada del veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox, en 
ratones de laboratorio.  
Se analizaron 18 Nb expresados y purificados en E. coli para determinar su capacidad 
neutralizante de la actividad hemorrágica empleando  ratones de laboratorio. Para esto se realizó 
un fraccionamiento del veneno de serpiente Bothrops atrox por cromatografía de exclusión 
molecular sobre resina Sephadex G-100 y se seleccionó una fracción de alto peso molecular con 
actividad hemorrágica. Se evaluó la dosis hemorrágica mínima (DHM) en el veneno crudo (0.810 
µg) y en la fracción (0.433 µg) la cual representó 1.87 veces superior a la del veneno crudo; luego 
se evaluó la dosis eficaz 50% (DE 50) para cada Nb usando como dosis reto 4 DHM. Se encontró 
que 6 Nb tienen capacidad neutralizante además uno de ellos tiene una dosis eficaz 50% contra 
el efecto hemorrágico muy efectivo de 2247 µL de antiveneno/mg de veneno. También se evaluó 
la neutralización de la citotoxicidad de algunos Nb. 
Se concluye que algunos de los anticuerpos recombinantes de un solo dominio de llama (Lama 
glama) obtenidos en este estudio, son capaces de neutralizar la actividad hemorrágica de una 
fracción del veneno de la serpiente peruana B. atrox.  Hay Nb que pueden ser usados para la 
formulación de un antídoto recombinante efectivo y económico. 
 
Palabras clave: Lama glama, Bothrops atrox, in vivo, Dosis efectiva media (DE50), neutralización. 
ABSTRACT 
 
Camelid nanobodies, also called single domain antibodies, are biotechnologically produced from 
the genes encoding the heavy chain antibodies in camelid lymphocytes. These single-domain 
camelid antibodies have several advantages over common IgG antibodies, such as being very 
resistant to high temperatures, low pH, being small, soluble and easy to produce 
biotechnologically. 
This work consists of expressing and purifying recombinant antibodies of a single llama domain 
(Lama glama) in Escherichia coli and evaluating their ability to neutralize the hemorrhagic activity 
of a heavy fraction of the venom of the Peruvian snake Bothrops atrox, in laboratory mice.  
18 nanobodies were analyzed and purified in E. coli to determine their neutralizing capacity using 
mice. For this, a fractionation of the snake venom in Sephadex G-100 molecular exclusion resin 
was performed and a high molecular weight fraction with hemorrhagic activity was selected. The 
minimum hemorrhagic dose (DHε) was evaluated in crude venom (0.810 ȝg) and in the fraction 
(0.4γγ ȝg) which represented 1.87 times higher than the crude venom; then the 50% effective 
dose (ED 50) was evaluated for each nanobody using 4 DHM challenge as a dose. It was found 
that 6 nanobodies have a neutralizing capacity and one of them has an effective dose of 50% 
against the hemorrhagic effect of 2247 ȝδ of antivenom/mg of venom very effective. The 
neutralization of the cytotoxicity of single-domain antibodies was also evaluated. 
It is concluded that there are nanobodies that can be used for the formulation of an effective and 
economical recombinant antidote. 
 
 
 
 
Key words: Lama glama, Bothrops atrox, in vivo, effective dose 50 (ED50), neutralization
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Se desconoce el número exacto de mordeduras de serpiente en el mundo, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) calcula que afecta a unos 5 millones de 
personas al año y de ellas resultan envenenadas 2.5 millones; también se estima que 
causan al menos 125 000 muertes al año y la cifra de amputaciones y discapacidades 
permanentes son tres veces mayores (OMS, 2007). Además, el problema de las 
mordidas de serpientes podría ser más numeroso de lo que parece, debido a que las 
mismas estimaciones de la OMS, podrían subestimar los casos totales de las mordidas 
de serpientes (Fox et al., 2006); esto es a causa de que los datos de incidencia y 
mortalidad producidos por ofidismos se encuentren sesgados porque la mayoría de 
estimaciones se realizan a partir únicamente de los registros de los hospitales 
(Gutiérrez, 2011). 
En un reporte del 2007 la OMS describe que América latina (regiones tropicales y 
subtropicales), es una zona donde se produce gran cantidad de casos de mordidas de 
serpientes. Además, considerando la gran variedad de serpientes que hay en el Perú, 
se vuelve un tema de salud pública.  Solo en 2 familias, Viperidae y Elapidae, se 
encuentran 33 especies venenosas (Navarrete et al., 2010) en el Perú, distribuidos en 
diferentes hábitats a lo largo del territorio. En el Perú se encuentra a Bothrops atrox 
“Jergón” como la serpiente agresora con mayor reporte de mordeduras de serpientes a 
personas, también tiene la más alta tasa de mortalidad (Navarrete et al., 2010; 
Schneider et al., 2016). Asimismo, el envenenamiento por mordeduras de serpientes 
peruanas puede producir parálisis grave de los músculos respiratorios, trastornos 
hemorrágicos, insuficiencia renal irreversible o grave destrucción local de los tejidos que 
requiere amputación en especial si no se trata a tiempo (Mendoza et al., 2008). Todo 
esto vuelve al Perú, un país vulnerable a los daños causados por ofidismo. Por ende, la 
investigación orientada al mejoramiento de la producción de antídotos es muy 
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importante. En su último informe la OMS presenta un balance de los precios de los 
antivenenos, mencionando que los precios se han incrementado en los últimos 20 años 
por la baja demanda por eso es importante tener bien estructurado un sistema de salud 
a nivel nacional con enfoque en este tema (OMS, actualizado el 2015) 
En el Perú la producción de sueros antiofídicos se inicia el 1978 con el médico 
veterinario Oswaldo Meneses García y hoy en día es producido por el Centro Nacional 
de Productos Biológicos (CNPB) del Instituto Nacional de Salud (INS) (Lévano et al., 
2004). Allí, se producen antivenenos botrópicos polivalentes (es decir para una amplia 
gama de especies de serpientes del genero Bothrops) con la finalidad de ser usados 
para los accidentes de ofidismo. Se ha probado la efectividad de estos antivenenos 
como inhibidores de las actividades proteolíticas de las proteínas de veneno (Yarlequé 
et al., 2008, Estevao –Costa et al., 2016) y es usado para casos de ofidismo a lo largo 
del territorio peruano. La producción de antídotos para los venenos botrópicos 
actualmente se realiza en equinos debido a la gran cantidad de sangre que se puede 
extraer de ellos. Primero se realiza una serie de hiperinmunizaciones y luego se obtiene 
la sangre del equino y se procede a la purificación de las gamma globulinas que se 
usaran como suero antibotrópico (Lévano et al., 2004). Todo esto requiere de una gran 
inversión de dinero, tiempo y personal calificado y es por esto que investigaciones 
orientadas a disminuir la inversión necesaria o a mejorar la calidad de los antídotos es 
importante. 
Los venenos de serpientes son una mezcla de proteínas y polipéptidos (Zelanis et al., 
2014) que se produce en glándulas especializadas. La composición de las proteínas y 
polipéptidos de las serpientes varían de especie a especie incluso de individuo a 
individuo (Zelanis et al., 2014) y también depende del estado fisiológico del individuo. 
Por ejemplo  la edad, donde se ha observado que individuos jóvenes tienen mayor 
concentración de proteínas que la de individuos adultos (Málaga et al., 2000, Sousa et 
al., 2017). Por lo anterior, son importantes las estandarizaciones de las metodologías y 
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técnicas usadas para obtener el veneno de las serpientes ya que estas son el insumo 
básico para obtener sueros antiofídicos. Al INS específicamente al CNPB llegan 
serpientes de todas partes del Perú que son identificadas y clasificadas para obtener de 
ellas el veneno que se necesita (Lévano et al., 2004), ya que para producir antídotos de 
buena calidad los venenos que se deben usar para inocular a los caballos también 
deben ser de buena calidad.  
Por otro lado, los Nb de “llama” están adquiriendo gran relevancia estas últimas décadas 
debido a sus características (Los Nb tienen una mayor penetración en los tejidos que 
los anticuerpos tradicionales (150 kDa) debido a su menor tamaño (15 kDa); además 
tienen gran afinidad, estabilidad y alta especificidad, son muy estables y es posible 
expresarlos heterologamente en un sistema bacteriano (Fridy et al., 2014)), desde el 
descubrimiento de que los camélidos producen anticuerpos homodímeros de cadena 
pesada libres de cadena ligera y son funcionales (Hamers-Casterman et al., 1993, 
Muyldermans et al., 1994), las investigaciones respecto a esto ha ido creciendo 
rápidamente. Debido a sus ventajas el uso de Nb en investigación está ampliándose 
(Detalle et al., 2016; Peyvandi et al., 2016).  
Además, la bacteria Escherichia coli es en la actualidad uno de los sistemas de 
expresión heterologa más usados que presenta ventajas frente a otros, por ejemplo, es 
uno de los organismos más estudiados en cuanto a su metabolismo, proteínas y en 
especial a nivel genético, es de fácil manipulación y tiene requerimientos simples de 
nutrientes que hacen que muchos laboratorios puedan trabajar con esta bacteria. Una 
de las desventajas es que al ser un organismo procarionte no puede realizar 
modificaciones postraduccionales que son requisito indispensable en el correcto 
funcionamiento de una gran cantidad de proteínas de organismos eucariotas (Zhang et 
al., 2004). Es por esto que frente a la necesidad de mejorar los antídotos, 
específicamente antibotrópico, y gracias a los avances científicos del estudio de 
anticuerpos en camélidos aparece una nueva solución biotecnológica que permite la 
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fabricación de Nb recombinantes con capacidad neutralizante de los efectos tóxicos del 
veneno de serpiente.  
Considerando lo anteriormente expuesto este trabajo busca evaluar la capacidad 
neutralizante de 18 anticuerpos de un solo dominio recombinantes sobre el efecto 
hemorrágico de una fracción de veneno de serpiente B. atrox con la finalidad de 
proponer unos candidatos para la formulación de un antídoto más efectivo y económico.  
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II. MARCO TEÓRICO 
 
 Producción de anticuerpos de un solo dominio 
 
 
Figura 1. Flujograma de la producción de anticuerpos de un solo dominio o Nb 
(modificada por Steve Schoonooghe et al., 2012). 
La producción de anticuerpos de un solo dominio se realiza empezando por un esquema 
de inmunización de un camélido (llama), Luego se aíslan linfocitos de la médula o 
sangre, se extrae el ARNm (ácido ribonucleico mensajero) y se realiza un RT-PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) para amplificar el gen 
Vhh, el cuál va a ser clonado en un vector y transformado en una cepa de E. coli que se 
va a usar para hacer la librería que luego va a ser expresado en bacteriófagos y 
seleccionados contra el antígeno específicos, lo bacteriófagos infectarán una cepa de 
E. coli que se va a usar para la producción de anticuerpos de un solo dominio (Steve 
Schoonooghe et al., 2012).  
 [6]  
 
 Llama 
La llama (Lama glama) es un mamífero artiodáctilo de la familia Camelidae especie 
generada a partir de la selección artificial, del guanaco silvestre,  por culturas 
prehispánicas pertenecientes a la región andina de Sudamérica (Perú, Ecuador, 
Argentina, Chile y Bolivia). Las llamas fueron usadas como animales de carga, para la 
obtención de carne y lana.  
 Anticuerpo  
Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son glucoproteínas propias de los vertebrados 
y se encuentran en la sangre y son defensas empleadas por el organismo para 
neutralizar patógenos. Son el componente humoral dentro del sistema inmune 
adaptativo, que se diferencia del sistema inmune innato porque es capaz de modificarse 
frente a exposiciones repetidas a un antígeno.  
Los anticuerpos están hechos por cadenas pesadas y ligeras, en su estructura se 
pueden reconocer regiones constantes y regiones variables, estas son las encargadas 
del reconocimiento y unión a antígenos. El ser humano tiene alrededor de 109-1010 
regiones variables distintas en un determinado momento (Fanning  et al., 1996), esta 
variabilidad se debe a factores como la variabilidad de dominios, los dominios variables 
son regiones dentro de los anticuerpos  denominados complementary determining 
region (CDR1, CDR2 y CDR3), la combinación de genes CDRs y otros dominios produce 
anticuerpos con alta variabilidad; otra causa de la variabilidad es la recombinación V (D) 
J que produce la variabilidad por recombinación de la región variable. La cadena pesada 
en su región variable esta codificada en repeticiones en tándem llamadas segmentos 
variable, diversidad, y acoplamiento (V, D y J; respectivamente), las cuales son 
ligeramente distintas unas de otras (la cadena ligera solo cuenta con segmentos V y J), 
esto hace que las combinaciones de una secuencia VDJ sea distinta a otra y logre la 
formación de anticuerpos de distintas especificidades al antígeno (Market, E. y 
Papavasiliou, F., 2003); la tercera razón de la variabilidad es la hipermutación somática 
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y maduración de la afinidad, la cual se da luego de que la presencia de un antígeno 
produce la proliferación de linfocitos B productores de anticuerpos (plasmocitos),estos 
aumentan su tasa de mutación puntual  en los regiones que expresan los dominios 
variables (Diaz, M. y Casali, P., 2002), luego los anticuerpos producidos son 
seleccionados nuevamente (selección clonal) incrementando la cantidad de anticuerpos 
con alta afinidad; el cambio de la región constante es denominado cambio de clase, en 
un inicio los linfocitos B vírgenes expresan Inmunoglobulinas de tipo M y D en la 
superficie celular, después de la activación por un antígeno se cambian las constantes 
dando lugar a inmunoglobulinas de tipo G,A y E. Esto otorga la facultad de producir 
distintos isotipos de anticuerpos a partir de un solo linfocito, de esta manera se produce 
la respuesta adecuada para cada antígeno (Stavnezer, J., y Amemiya, C. T., 2004). 
Finalmente la cadena ligera y pesada se unen dentro del linfocito B en el retículo 
endoplasmático para producir el anticuerpo.  Además existe una selección negativa en 
los órganos linfáticos periféricos contra los linfocitos que reconocen antígenos propios 
del organismo, luego son eliminados por muerte celular programada o apoptosis, los 
linfocitos que pasan la selección están listos para ser activados y proliferar ante la 
presencia de un antígeno. Se ha demostrado que en la regulación de esta selección 
están involucradas proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2  (Do, R. K., 2000) 
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VH             D         J       Cµ Cɷ Cɶ              Cɸ             Cα 
A) 
B) 
Figura 2. Estructura de un anticuerpo. A) Figura tomada de Flajnik, M. 
F. 2011, Estructura de una anticuerpos y los cluster VDJ B) Organización 
de los genes que codifican para la cadena pesada de un anticuerpo 
convencional. 
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En los vertebrados los anticuerpos generalmente se encuentran como tetrámeros (un 
par de dímeros llamados cadenas pesadas y cadenas ligeras), las cadenas pesadas (55 
kDa cada una) están conformadas por cuatro dominios, tres dominios constantes y uno 
variable, las cadenas ligeras (25 kDa cada una) por dos dominios, uno constante y uno 
variable, además está la región bisagra que permite el movimiento de las regiones 
variables del anticuerpo (figura 2).  Otra forma de agrupar las partes de un anticuerpo 
es por la funcionalidad que tienen los restos que quedan cuando se realizan cortes 
enzimáticos: Dos regiones, el fragmento de unión al antígeno (Fab) que se compone de 
la región variable (VH y VL), un dominio constante (CH y CL) y la bisagra; el fragmento 
cristalizable (Fc) que se compone de dos dominios constante de la cadena pesada (CH2 
y CH3) (figura 2) 
Los anticuerpos tradicionales presentan inconvenientes en su aplicación clínica. Debido 
a su gran tamaño no pueden penetrar a todos los tejidos, a veces son reconocidos como 
agentes extraños y atacados. Por eso se ha buscado maneras de reducir el tamaño de 
los anticuerpos (Sandhu, J. S., 1992). Las Single Chain Variable Fraction (scFvs) son 
proteínas recombinantes conformadas por dos regiones variables una de la cadena 
pesada y una de la cadena ligera ensambladas por un péptido neutro, como se 
mencionó líneas arriba el Fab es un fragmento de unión al antígeno (Tabla 3). Los scFv 
y los Fab han sido las propuestas más importantes durante mucho tiempo como un 
avance en la aplicación terapéutica de los anticuerpos. Sin embargo scFv tiene la 
desventaja de alterar el plegamiento y reducir la presentación del paratopo que deriva 
en una menor afinidad a su antígeno. (Borrebaeck, C. A. y Ohlin, M., 2002). Los 
nanoanticuerpos se descubren en 1989 por Raymond Hamers con un prometedor futuro 
en aplicaciones clínicas, los trabajos posteriores confirmaron sus características. 
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 Anticuerpos de un solo dominio (Nb) 
II.4.1) Definición  
Los anticuerpos de un solo dominio son proteínas derivadas de la región variable (VHH, 
dominio variable único de las IgG2 e IgG3) de los anticuerpos de cadena pesada de 
camélidos (Hamers-Casterman et al., 1993). Por otro lado, los anticuerpos de cadena 
pesada (HCAbs del inglés Heavy Chain antibodies) son anticuerpos tipo G de camélidos 
que no poseen la región CH1 de la cadena pesada y toda la cadena ligera (Tabla 3) 
II.4.2) Historia 
Hace algunas décadas Raymond Hamers, de la Universidad de Bruselas, en  1989 como 
parte de un trabajo de fin de carrera, descubrió que los camellos poseen unos 
anticuerpos especiales que consisten solo de dos cadenas pesadas y carecen de las 
cadenas ligeras de los anticuerpos IgG normales; y que de estos se pueden derivar 
anticuerpos más simples de un solo dominio, con características beneficiosas para su 
aplicación biotecnológica, este trabajo fue publicado posteriormente en 1993 (Hamers-
Casterman et al., 1993) en el cual ensayaron la afinidad de anticuerpos presentes en 
suero de camélidos por proteínas A y G. Obtuvieron dos fracciones de anticuerpos IgGs. 
Una fracción correspondiente a la IgG1 (170 kDa) que al reducirlo produjo fragmentos 
pertenecientes a la cadena pesada (50 kDa) y a la cadena ligera (30 kDa). La otra 
fracción correspondiente a IgG2 e IgG3 (100 kDa) generó dos fragmentos de 46 kDa y 
43 kDa lo que hizo pensar a los autores que había una falta de cadena ligera y 
designarlos como anticuerpos de cadena pesada (HCAbs). Además hallaron que la 
afinidad por el antígeno se conservó en los tres isotipos observados. Se observó  que 
esto sucede en todos los camélidos, incluida la llama.  
Lo mas importante de los HCAbs es la región variable que es un fragmento de 
aproximadamente 15 kDa que se pliega independientemente de la estructura del 
anticuerpo y por si solo conserva el poder de acoplarse a su antígeno (Tillib, S. V., 2011). 
Las múltiples ventajas que presentan las VHH sobre los Fab o los scFv lo vuelven un 
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candidato prometedor para distintas terapias y usos. Ventajas como fácil difusión por los 
tejidos, una fabricación rápida y barata de la proteína recombinante en Escherichia coli, 
baja inmunogenicidad, soporta condiciones altas de temperatura y acidez, capacidad de 
inmunización, y no forma agregados de proteínas como las regiones variables de las 
Fab y scFv (Tillib, S. V., 2011). 
 
II.4.3) Características y estructura 
El potencial terapéutico de los anticuerpos de un solo dominio está tomando mayor 
importancia en esta última década debido a sus características funcionales (como alta 
afinidad y especificidad, pequeño tamaño, gran estabilidad) (Könning et al., 2017). 
Penetran en los tejidos, tienen un incremento de la estabilidad fisicoquímica de la 
molécula (Ebrahimizadeh et al., 2015). Estructuralmente presentan mayor presencia de 
residuos de aminoácidos hidrofílicos en la estructura de los dominios VHH esto aumenta 
su solubilidad en el agua así como su baja tendencia a formar agregados y aumenta su 
resistencia al calor y al pH (Könning et al., 2017). 
Los HCAbs se parecen a la cadena pesada de los anticuerpos convencionales (Tabla 
3) excepto por la ausencia de la región CH1, la región variable comprende una 
estructura de 9 hojas beta unidas por loops con cambios puntuales pero importantes 
(Flajnik, M. F., et al., 2011. Figura 3).  
Las VHHs similar a las VHs tienen regiones que flanquean a las 3 regiones CDR, estas 
se denominan framework (FR1, FR2, FR3 y FR4) y están implicadas en el 
reconocimiento del antígeno. Para mantener el plegamiento correcto las VHHs tienen 
variaciones como mutaciones puntuales y conservadas en la mayoría de camélidos 
V42F, G49E, L50R y W52G que hacen mas hidrofílica la superficie, a diferencia de VH 
que presenta una superficie hidrofóbica al no presentar estas mutaciones  que le sirven 
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para interactuar con la región VL de la cadena ligera. Este cambio además evita la 
formación de agregados proteicos (Figura 3). 
La gran afinidad se atribuye a la presencia de los loops alargados en los motivos CDR3 
de los dominios VHH. La estructura sobresaliente de este lazo permite el acoplamiento 
de antígenos que a menudo son inalcanzables para anticuerpos convencionales, tales 
como los dominios de receptores celulares (Maussang et al., 2013. Desmyter et al., 
1996. Könning et al.,2017). Los CDR generan flexibilidad en los loops que los 
componen, debido a su gran tamaño, esto  desfavorece la energía de unión al antígeno; 
no obstante Govaert,  et al., 2012  observó que la presencia de un puente disulfuro entre 
el primer y el tercer loop produce una cierta rigidez en la estructura, en este trabajo se 
realizaron mutaciones puntuales de las cisteínas las cuales fueron sustituidas por los 20 
aminoácidos y seleccionando las mutaciones que mantuvieran la afinidad por el 
antígeno, obtuvieron que en todos los casos hubo una reducción de la afinidad por el 
antígeno además se encontró que el puente disulfuro actúa a nivel del tercer loop 
aumentado la rigidez de la estructura en esta parte y mejorando  la fuerza de interacción 
con el antígeno. 
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Figura 3. Estructura primaria a la izquierda y plegada a la derecha de la region VH de 
los anticuerpos convencionales y la región VHH de los anticuerpos de cadena pesada 
de camélido tomada de Flajnik, M. F., et al., 2011. 
 
Con el avance de las investigaciones surgen los primeros trabajos orientados a mutar 
regiones VHs de humanos para saber si estas mutaciones pueden permitirles imitar las 
VHHs, Las primeras mutaciones reportadas  las realizaron Davies y Riechmann en 1994 
y fueron V42F, V42Y, G49E, L50R y W52G en el FR2 y expresadas en un  vector como 
E. coli, produciendo una proteína más estable que tiende a agregarse menos y se puede 
purificar a una mayor concentración. Por otro lado, trabajos como el de Conrath  et al.,  
en el 2005 demuestran que una secuencia VHH (cAbAn33, VHH específico para 
carbohidrato del centro de una glicoproteína de superficie de Trypanosoma) al ser 
modificada en las posiciones Tyr42Val, Glu49Gly y Arg50Leu   para que sean similares 
a las VHs hace que pierdan solubilidad y afinidad por el antígeno. Aún más logran que 
vuelvan a tener capacidad de dimerización ante la presencia de una proteína que 
presente el dominio VL (Conrath  et al., 2005), en ese trabajo se propuso que los 
elementos clave para la solubilidad son Glu49 y Arg50 (Tabla 2).  
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Los nanoanticuerpos son fáciles de expresar en sistemas como E. coli, ya que no 
dependen de las modificaciones postraduccionales y son pequeños (12-15 kDa). Así 
mismo, al no ser hidrófobos, los anticuerpos de un solo dominio son resistentes a los 
cambios de pH y calor. Por otra parte, los fragmentos Fab, scFv y VHH tienen muchas 
ventajas frente a los anticuerpos tradicionales sin embargo tienen una tasa de vida 
media de corta duración en la sangre.  Sin embargo, los diseños multivalente (dímero y 
tetrámeros) de los fragmentos Fab, scFv y VHH demostraron una mejor retención a 
diferencia de los diseños monoméricos, disminuyendo la tasa de disociación de 
antígenos (Holliger, P., y Hudson, P. J., 2005). 
 
Tabla 1. Diferencias entre los dominios variables de las cadenas pesadas de los 
anticuerpos convencionales (VH) y los HCAbs (VHH) (Vu, K. B., et al., 1997) 
Diferencias VH VHH 
Posición de la 
región 
hipervariable 
CDR 1 
Del aminoácido 
31 a 35 muy 
conservado 
Del aminoácido 27 al 35. 
Variabilidad de 
CDR 2 respecto a 
CDR 1 
Mayor Menor 
Promedio de  
aminoácidos 
CDR 3 
12 17 en Camellos y 6 en llamas. 
Puente disulfuro 
entre el primer y 
tercer loop. 
No se haya en 
la región 
variable 
Está presente, el puente disulfuro incluso 
puede estar ubicado en otra regiones por 
ejemplo entre el tercer loop (cualquier 
posición)  y segundo loop (posición 55); entre 
FR2 (posición 50) y el tercer loop (cualquier 
posición). (Vu, K. B., et al., 1997) 
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Achour, I.  et al., en el 2008 estudiaron las bases genéticas de la producción de 
anticuerpos homodiméricos de cadena pesada de la alpaca (Lama pacos) con la 
producción de librerías de cósmidos. Mediante hibridación fluorescente in situ (FISH) en 
metafase  e interfase  determinaron que en la región telomérica del brazo largo del 
cromosoma 4 está el locus IgH donde se encuentran todos los elementos para la 
generación de los homodímeros de cadena pesada. Analizaron una secuencia que 
cubría aproximadamente 223 Kb una región V-D-J-C. En esta secuencia se encontró 1 
gen VHH y 3 VH, se diferenciaron en la secuencia de aminoácidos  de la FR2. 
 
Tabla 2. Diferencia conservadas entre los aminoácidos de los dominios variables de 
anticuerpos humanos (VH) convencionales y anticuerpos de llama (VHH; Flajnik, M. F., 
et al., 2011) 
Posición del 
aminoácido 
VH VHH 
42 V/I F/Y 
49 G E/Q 
50 L R 
52 W/S G/F/L 
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Figura 4. Imagen tomada y modificada de Achour  et al., 2008.  A) Se observa 1 gen 
VHH  y 3 VH que están presentes dentro del constructo secuenciado por  Achour et al., 
(2008) también se observa el cluster D-J que contiene 7 genes D y 7 genes J, 
siguiéndoles están 8 genes de los dominios constantes que dan lugar a los distintos 
isotipos. Cµ,Cį,4 formas de CȖ, Cİ y Cα. De los 4 genes encontrados de CȖ β codifican 
para los homodimeros de cadena pesada (color verde) y 2 codifican para cadenas 
pesadas de los tetrámeros (color azul), la diferencia entre estos genes es una mutación 
puntual (G/A) a un lado del sitio de empalme del primer exón CH1. B) Detalle de los 
genes C de camello, se observa que el dominio CH1 (C1 verde) está presente en el gen 
que codifica para el homodimero de cadena pesada, después de su expresión, su 
ausencia en el anticuerpo (HCAbs) se debe al empalme por la mutación G/A (estrella 
roja) 
A. 
B. 
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Achour et al., 2008  después de amplificar  los genes VH y VHH del genoma de alpaca 
y un análisis filogenético, encontraron 3 subgrupos diferenciados de genes VH el grupo 
IgHV1 con 6 genes, IgHV2 con 11 genes y IgHV3 con 71 genes además solo en este 
subgrupo se encuentran genes VHH estos resultados sugieren que los genes VHH 
surgen a partir de genes preexistentes VH del subgrupo IgHV3. 
Woolven, B. P  et al., (1999) mencionaron que debido a una mutación al final del exón 
CH1 que en genes CH tiene una guanina y en genes CHH tiene un adenina es el motivo 
por el cual el empalme en HCAbs elimina el exón CH1. Sin embargo, trabajos 
posteriores sugieren que este no es el único factor que produce HCAbs, al introducir en 
ratones una región de DNA hibrida con 2 genes VHH (llama) y los genes DJ y genes de 
región constante (humana) con la mutación (G/A) al final del exón CH1 estos no 
produjeron HCAbs lo que indica que esta mutación no es la única responsable de la 
deleción del exón CH1 en las HCAbs (Zou et al., 2005; Janssens et al., 2006 ). Woolven, 
B. P  et al., en 1999 proponen que la pérdida del dominio CH1 es importante para evitar 
la interacción de cadena pesada y cadena ligera que resulta en la producción de 
anticuerpos homodímeros de cadena pesadas.   
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Tabla 3. Comparación de anticuerpos IgG normales de  mamíferos  y de camélidos. 
Estructura y 
dominios 
 
 
 
Denominación 
Anticuerpo IgG común(de 
mamiferos) 
Anticuerpo IgG de 
cadena pesada (de 
camélidos) 
Anticuerpo de 
un solo 
dominio (de 
camélido) 
Peso molecular 
(kDa) 
150 60 15 
Estructura y 
dominios 
 
 
 
Denominación 
Fragmento de unión al antígeno 
(Fab) 
Fracción variable 
de cadena simple 
(scFv) 
 
Peso molecular 
(kDa) 
60 30  
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II.4.4) Usos y aplicaciones de los anticuerpos de un solo dominio 
Actualmente se encuentran en proceso de validación varias investigaciones de 
anticuerpos de un solo dominio para uso humano, como por ejemplo, el dominio VHH 
anti-virus respiratorio sincytical para el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio 
bajo, el dominio VHH anti-IL 17-A/F para el tratamiento de psoriasis (Könning et al., 
2017; Detalle et al., 2016). 
Los anticuerpos tradicionales contra proteínas de estructura cripticas tienen menor 
eficacia sin embargo en la actualidad trabajos para la producción de  dominios de 
anticuerpos VHH, han permitido crear anticuerpos con buen rendimiento que se acoplan 
contra proteínas de estructuras cripticas como los receptores acoplados a la proteína G 
(GPCR) CXCR4 y CXCR7 (Maussang et al., 2013; Jähnichen et al., 2010) 
Un estudio de fase II recientemente completado con la VHH de fusión contra ulvWF 
(bivalent ultra-large von Willebrand Factor-targeting), llamada caplacizumab, evaluó su 
idoneidad como tratamiento adyuvante en pacientes que padecen Púrpura Trombótica 
Trombocitopénica adquirida (TTP). El caplacizumab contrarresta la trombosis 
microvascular en pacientes con TTP al inhibir la interacción entre multímeros ulvWF y 
plaquetas y actualmente se encuentra en fase clínica III (Peyvandi et al., 2016) 
Finalmente, Para poder usarlo clínicamente hay que tener en cuenta la inmunogenicidad 
potencial que pueda surgir cuando se buscan aplicaciones terapéuticas en humanos; lo 
cual se puede minimizar al aplicar una estrategia de humanización de los anticuerpos 
como lo demuestran Vincke et al., 2009. 
También se usa en investigación para obtener imágenes microscópicas  en los cuales 
se usan distintas estrategias, los  anticuerpos de un solo dominio juegan distintos 
papeles en estas, donde pueden ser que un anticuerpo primario trabaje en conjunto con 
anticuerpos secundarios marcados e incluso anticuerpos terciarios marcados por 
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fluorescencia (De Bruin et al., 2016), análisis de interacción proteína-proteína y 
exploración de la función de proteínas. (Beghein, E., y Gettemans, J., 2017). Otro uso 
para los anticuerpos de un solo dominio es que estos son producidos contra proteínas 
específicas y posteriormente puede añadirseles un marcador fluorescente que le 
permite a los anticuerpos de un solo dominio mejorar la resolución de las imágenes 
microscópicas además esto permite ver organelas y partes de células vivas con mejor 
resolución (Ries et al., 2012).  
 
 Ofidismo y Salud Pública 
II.5.1)  Bothrops atrox (LINNAEUS, 1758) 
Reino Animalia  
Filo Chordata  
Subfilo Vertebrata  
Clase Reptilia  
Orden Squamata  
Suborden Serpentes  
 Familia Viperidae  
Subfamilia Crotalinae  
Género Bothrops  
Bothrops atrox 
Es una serpiente de la familia Viperidae (llamada jergón) que se distribuye por 
Sudamérica en zonas tropicales, al este de los andes (específicamente en países como 
Perú, Colombia, Ecuador, Bolivia, Brasil y Venezuela y otros) su hábitat son 
generalmente selvas tropicales. Los accidentes ofídicos producidos por esta serpiente 
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son actualmente un problema de salud pública en el Perú. En la edad adulta llega a 
medir entre 75 y 125 cm (Campbell, J., 2004)  
Tabla 4. Patrón de escamacion de Bothorps atrox según el sexo (Campbell, J. 2004). 
 
La norma del cuerpo de esta serpiente habitualmente consiste de una serie de marcas 
dorsolaterales que son trapezoidales. Estas marcas suelen variar en toda la línea media, 
a menudo mezcladas para formar bandas. Los colores de fondo y de las marcas suelen 
variar también. Comúnmente, la cabeza solo posee una marca que es una franja 
postocular que va desde detrás del ojo hacia la esquina de los labios.  
El promedio de rendimiento del veneno es 124 mg (100 a 150 mg como señala en su 
trabajo de 1987, Joly et al.). En el Perú se encuentra en las regiones de Amazonas, 
Loreto, San Martín, Ucayali, Huánuco, Pasco, Junín, Ayacucho, Cuzco y Madre de Dios 
(Loja  et al., 2000) 
II.5.2) Veneno de Bothrops atrox 
La ponzoña de Bothrops atrox ha sido ampliamente estudiado, Kohlhoff et al., 2012, 
trabajaron en venenos de Bothrops atrox, B. barnetti y B. pictus para identificar, 
mediante la técnica PMF (peptide mass fingerprint)  las proteínas que contenían  y 
determinaron las proporciones de las proteínas presentes, se identificaron alrededor de 
20-25 proteínas pertenecientes a sólo 6-7 familias de proteínas. Las metaloproteinasas 
de las clases PI y P-III fueron las proteínas más abundantes en todos los venenos (58-
74%), seguido de un homólogo de fosfolipasa A2 (6.4-14%), desintegrinas (3.2-9%) y 
 
Cabeza 
Escamación dorsales ventrales subcaudales 
Carenadas 
intersupraoculares 
Sublabiales supralabiales 
Hembra 23-30 177-214 47-72 3-11 7-13 6-9 
Macho 23-30 169-214 52-86 3-11 7-13 6-9 
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serina proteinasas (7-11%), además algunas de estas proteínas se presentaron en 
varias isoformas.  
II.5.3) Hemorragia y metaloproteinasas 
La hemorragia es uno de los efectos biológicos del veneno de serpiente, este contiene 
una variedad de proteínas entre ellas un grupo importante son las metaloproteinasas 
(SVMPs), que al ser aisladas y estudiadas fueron diferenciadas por ser dependientes 
del zinc (Giron et al., 2008).  
Los miembros de la clase PIII (50-65 kDa) están compuestos por tres dominios: el 
dominio proteolítico, el dominio similar a desintegrina y el dominio rico en cisteína. La 
clase P-III es la SVMP más hemorrágica y se ha demostrado que inhibe la agregación 
de plaquetas inducida por colágeno (Zigrino et al., 2002, Baldo et al., 2008) 
En contraste con el dominio de desintegrina del grupo PII, los dominios similares a 
desintegrina PIII no se encuentran libres en el veneno de B. atrox. Por otro lado, la 
hidrólisis de los miembros de la clase PIII conduce a la producción de fragmentos que 
contienen los dominios similares a desintegrina junto a los dominios ricos en cisteína 
(Selistre-de-Araújo et al., 2005, Ramos et al., 2006).  
Varios estudios reportan que tanto proteínas nativas como recombinantes del dominio 
de desintegrina o dominio similar a desintegrina unido a parte del dominio rico en 
cisteína de SVMP P-III muestran una potente actividad antiagregante de plaquetas 
inducida por colágeno (Higuchi et al., 2011, Suntravat et al., 2016).  
Por otro lado, los enlaces disulfuro dentro de las SVMPs son importantes porque a nivel 
de las modificaciones postraduccionales permiten o evitan una serie de modificaciones 
que contribuyen a aumentar la complejidad del contenido del veneno en vipéridos (Fox, 
J. W., y Serrano, S. M., 2008) es probable que para el plegado de las proteínas se 
necesiten chaperonas, estas ya han sido descubiertas y descritas en venenos de 
vipéridos (Rioux  et al., 1998). 
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En 2005 Fox, J. W., y Serrano, S. M. desarrollan una revisión en la cual presentan un 
breve esbozo de la clasificación de las metaloproteasas con los antecedentes hasta ese 
momento. Proponían también aquí la división en 4 clases de metaloproteasas (I-IV) sin 
embargo más adelante conforme las categorías fueron revaluadas, se postuló 
solamente 3 grupos, esta diferencia en la clasificación se debió, esencialmente, a la 
ausencia o presencia de diversos RNAm y las proteínas aisladas en el veneno donde el 
grupo IV de la anterior clasificación paso a ser PIIId (Fox, J. W., y Serrano, S. M.,2008) 
debido a la posibilidad que el grupo IV estructuralmente solo sea una modificación del 
grupo III. Además, ya en 1963 Satake et al., reconoció que algunas de estas 
metaloproteinasas de veneno eran inhibidas por EDTA  
Las SVMP están divididas en tres clases de acuerdo a la extensión de sus dominios 
estructurales (Fox, J. W., y Serrano, S. M., 2008) 
Tabla 5. Dominios de las metaloproteasa de vipéridos.  
Dominio Función 
Proteinasa  Degradación de proteínas 
Desintegrina/Similar a 
desintegrina 
Inhibición de la agregación 
plaquetaria 
Rico en cisteína 
Unión a integrina por la 
presencia de motivos de 
unión 
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Figura 5. Estructura de las metaloproteinasas A) Infografía de la clasificación de 
metaloproteinasas, modificado de Ramos et al., 2006; B) Infografía de la más reciente 
propuesta de clasificación a partir de datos genómicos y proteómicos, en la columna de 
la izquierda se encuentra la proteína naciente y en la columna de la derecha la proteína 
funcional con las modificaciones postraduccionales. Tomada de Fox, J. W., y Serrano, 
S. M., 2008.
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
 
Péptido señal   Pro dominio 
Metaloproteasa   Desintegrin 
Similar a desintegrina  Rico en cisteína  
Lectina tipo C 
 
A) 
B) 
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Tabla 6. Comparación y características de los grupos de metaloproteasas descritos en vipéridos (Fox, J. W., y Serrano, S. M., 2008). 
 
 Actividades biológicas Características 
(a) 
Metaloproteasa 
tipo I 
Hemorrágica, apoptótica, mionecrótica, 
inflamatoria, proteolítica  y fibrinolítica. 
Los enlaces disulfuro de residuos de cisteína es variable (7-4) 
 
(b) 
Metaloproteasa 
tipo II 
Hemorrágica, proteolítica e inhibición de 
la agregación plaquetaria 
Presenta en dominio desintegrina que después del procesamiento 
generalmente está separado del dominio proteasa 
(c) 
Metaloproteasa 
tipo III 
Hemorrágica, inhibición de la 
agregación plaquetaria y apoptótica, 
activación de protrombina. 
Presenta el dominio similar a desintegrina y rico en cisteína (se ha 
observado que estos dos no se encuentran separado en el veneno) 
(d) 
Metaloproteasa 
tipo IIId 
Activación del factor X 
Contiene dominios lectinas unidos por enlaces disulfuro (anteriormente grupo 
SVMP IV), análisis transcriptómicos no evidencian un precursor para esta 
proteína por lo cual es probable que sea una modificación postraduccional a la 
estructura de una SVMP III Una variación postraduccional de SVMP III antes 
considerada un grupo aparte (SVMP IV) 
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II.5.3.1) Biosíntesis y filogenética 
La metaloproteinasas son miembros de una familia de genes multilocus que codifican 
una diversidad funcional y estructural de proteínas responsables de alterar la 
hemostasia. En los vipéridos la diversificación de las metaloproteinasas es importante 
para entender su variabilidad, esa diversificación es resultado de la duplicación de genes 
y variación de genes como SVMPs P-III (Wagstaff, S., y Harrison, R., 2006). Además, 
se descubrió mediante el secuenciamiento de cDNA que las metaloproteasas se 
sintetizan primero como precursores latentes que van a ser clivados para activarse (Hite 
et al., 1992; Shimokawa et al.,1997). El análisis de cDNA muestra la presencia de 
secuencia señales en todas las proteínas de veneno para la secreción, Además es 
probable que en el retículo endoplasmático se den las modificaciones postraduccionales 
(Fox, J. W., y Serrano, S. M., 2008). Adicionalmente, estudios han sugerido que el pH 
ácido de la luz de la glándula del veneno y los tripéptidos que contienen pirol-glutamato, 
contribuyen a la falta de actividad proteolítica de las SVMP en la glándula. (Fox, J. W., 
y Serrano, S. M., 2008). 
Por otro lado, la glicosilación es la principal modificación postraduccional en los 
vipéridos, tiene lugar principalmente en las metaloproteasas y las serinoproteasas 
(Andrade-Silva, D et al., 2018). Recientemente se ha encontrado que en el complejo 
jararacá (B. jararacá, B. insularis y B. alcatraz) hay una abundancia relativa de la 
estructura N-glicosilación con alto contenido de manosa, lo cual sugiere un rol 
importante de este tipo de N-gllicosilación en el plegado y control de calidad en el retículo 
endoplasmático. (Jitsuhara  et al., 2002, Andrade-Silva et al., 2018). Además la 
glicosilación es útil para aumentar la solubilidad de las proteínas dentro de las glándulas 
de las serpientes (Fox, J. W., y Serrano, S. M., 2008), protección ante otras 
metaloproteasas, adhesión y migración. Recientemente se ha encontrado que en el 
complejo jararacá (B. jararacá, B. insularis y B. alcatraz) hay una abundancia relativa de 
la estructura N-glicosilación del tipo alta manosa (con alto contenido de manosa), lo cual 
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sugiere un rol importante de este tipo de N-gllicosilación en el plegado (actuando como 
chaperona) y control de calidad en el retículo endoplasmático. (Jitsuhara, Y. et al., 2002). 
En el trabajo de nikai et al. del 2000  se muestra como al hacer interactuar neuramidasa 
(una proteína con capacidad de unirse al ácido siálico) con el ácido siálico 
(monosacárido ácido) ubicado en la parte final de una metaloproteasa, bilitoxina 1, de 
Agkistrodon bilineatus se inhibe la acción hemorrágica de la metaloproteasa bilitoxina 1 
y se reduce un 75% su actividad hemorrágica, sugiriendo una gran importancia de esta 
N-glicocilacion para su función. 
Las metaloproteinasas de veneno de serpiente están relacionadas a las proteínas 
ADAM y ADAM-TS que son metaloproteinasas. (Fry, B., 2015). La  estructura de los 
dominios  conservados mostrados en las Figura 6 soporta que las SVMP y las proteínas 
ADAM tienen un pasado evolutivo común. (Fry, B., 2015). Trabajos realizados muestran 
que los dominios prodominio y metaloproteinasa se encuentran muy conservados en 
todos los grupos sin embargo los dominios similar a desintegrina, rico en cisteína, similar 
al factor de crecimiento epidermal, transmembrana, citoplasmático y  el motivo 
trombospondina son poco conservados. En la figura 6 se puede observar que las 
proteínas ADAM y las SVMP tienen un ancestro común. También se puede evidenciar 
que las SVMPs se muestran como un grupo monofilético lo que soporta que 
probablemente la divergencia de este grupo de proteínas, de veneno de serpiente, se 
debió a un único evento evolutivo (Casewell  et al., 2012). En base a la evidencia 
encontrada Casewell, N. et al. en el 2012 hipotetiza que el ancestro común de SVMP y 
ADAM era una especie predispuesta a la truncación de genes debido a la historia 
evolutiva de las toxinas SVMPs surge principalmente por la pérdida de dominios. 
Adicionalmente, la figura 6 muestra que las subclases de SVMP P-IIIb y P-IIIc son 
grupos monofileticos independientes lo que según Fry, B., 2015 sugiere que las 
modificaciones postraduccionales han evolucionado solo 1 vez en cada caso. Se han 
encontrado que metaloproteinasas tipo III en algunos casos no tienen actividad 
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hemorrágica sin embargo si tienen otra funciones como activadores de protrombina y 
actividad fibrinolítica (Leonardi et al., 2007; Loria et al., 2003). Inclusive las SVMP P-III 
tienen actividad procoagulante mediante su capacidad de activar el factor X.  La 
combinación de la capacidad procuagulante y hemorrágica de esta aumenta 
ampliamente la severidad de los casos de ofidismo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Filogenia de las metaloproteinasas 1) SVMPs y proteínas ADAMs. 2) Arbol 
filogenético en base a las secuencias de  SVMPs y las proteínas ADAM y ADAM-TS. 
SP: péptido señal, Pro: prodominio, Dis: desintegrina, Cys: dominio rico en cisteína, 
EGF-like: dominio similar a factor de crecimiento epidermal, TM: dominio 
transmembrana y Cyto: dominio citoplasmático. Tomada de Fry, B. (2015). 
1) 
2) 
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 Producción de antiveneno en Perú y alternativas innovadoras 
El único tratamiento eficaz contra el ofidismo son los sueros hiperinmunes, actualmente 
en el Perú se realiza la producción de estos sueros hiperinmunes en equinos en el 
Instituto Nacional de Salud (INS). A cada equino se le somete a inmunizaciones 
sucesivas, del veneno, cada 8 días durante 3 meses, con inyecciones subletales en 
dosis crecientes por la vía subcutánea, luego se realiza una sangría exploratoria para 
determinar el nivel de anticuerpos neutralizantes, si el título y la potencia son adecuados, 
se procede a realizar sangrías en bolsas estériles especiales empleando anticoagulante 
con citrato, luego se separan los glóbulos rojos del plasma que contienen las 
gammaglobulinas de equino (los glóbulos rojos son devueltos al equino) que finalmente 
pasa por procesos de precipitación, purificación y filtración para que pueda ser usado 
como antiveneno (Levano S. y Fernandez V.  et al., 2004), además el INS recomienda 
que el antiveneno se aplique antes de las 6 horas y generalmente debe usarse 
antibióticos por las posibles complicaciones de bacterias o tétano. Recientemente, se 
han reportado alternativas a la actual forma de producción de antivenenos botrópicos 
para reducir los costos y efectividad (Mendoza et al., 2012), quienes desarrollaron un 
protocolo de inmunización aviar para producir inmunoglobulinas gamma  (IgȖ) en huevos 
de aves. Los ensayos de reacción cruzada entre el veneno y las inmunoglobulinas IgY 
fueron realizados mediante Western Blot y los resultados fueron alentadores al mostrar 
una capacidad neutralizante de las inmunoglobulinas IgȖ purificadas. (εendoza et al., 
2012).  Otro trabajo orientado a mejorar la producción de antídotos, fue determinando 
los epítopos de atroxlisina-I, mediante la técnica de síntesis de SPOT, se han 
identificado 2 epítopos. Estos han servido para la producción de un péptido sintético 
(atroxlisina biepitopo) que se usó para inmunizar a ratones  BALB/c para obtener un 
suero antiatroxlisina biepitopo, que luego se evaluó mediante un Western Blot y reacción 
cruzada de suero  contra atroxlisina-I y neutralizando su actividad hemorrágica 
(Schneider et al., 2016), algunos reportes mencionan la posibilidad de que usando estos 
péptidos sintéticos sería posible aumentar  la generación de inmunoterapéuticos.  
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 Sistema de expresión  
En las dos últimas décadas se ha avanzado bastante en el campo de la expresión de 
proteínas recombinantes, sin embargo todavía quedan problemas por superar, como la 
poca expresión, la degradación, la agregación, estrés producido por la proteína; la 
inestabilidad del plásmido (Singha et al., 2017). 
En procariotas, uno de los sistemas de expresión de proteínas recombinantes más 
habitual es Escherichia coli, sin embargo con menos frecuencia también se usan otras 
bacterias como sistemas de expresión. E. coli tiene ventajas en cuanto a producción, 
tiempo y costo; y en cuanto al cultivo tiene requerimientos simples. No obstante tiene 
desventajas, estas son que no permiten modificaciones postraduccionales, puede 
generar acumulación de proteínas y cuerpos de inclusión, contaminación por proteasas, 
acumulación de endotoxinas y bajo rendimiento para algunas proteínas eucariotas y 
dificultad para expresar proteínas de alto peso molecular.  
En eucariontes los sistemas más usados son levaduras, en este grupo tenemos a  Pichia 
pastoris y Saccharomyces cerevisiae. Estos presentan ventajas como permitir la 
expresión de proteínas intracelulares y extracelulares, alto rendimiento, corto tiempo de 
expresión, medios de cultivos económicos y principalmente permiten modificaciones 
postraduccionales. Algunas de sus desventajas son la presencia de hiperglicosilación 
en algunas proteínas, puede presentarse una glicosilación errada.  
 
 
 
  
 [31]  
 
 
II.7.1) Escherichia coli 
Una especie de bacteria Gram negativa y anaerobia facultativa presente en el intestino 
grueso de los humanos y otros animales, a veces patógena. 
 
II.7.2) Cepa 
II.7.2.1) Escherichia coli WK6 (Escherichia coli (ATCC® 47078™)) 
 
La cepa WK6 es una cepa del tipo lambda-represor. Es un microrganismo de nivel de 
bioseguridad 1, y no requiere altos costos de inversión en equipos especiales en 
bioseguridad. 
Genotipo: F' lacIq delta(lacZ)M15 delta(lac-proAB) galE rpsL 
lacIq: es una mutación del promotor LacI que incrementa la transcripción y aumenta el 
nivel de represor lac dentro de la célula (Stetz, M. A et al., 2016) y  
delta(lacZ)M15μ Es una forma mutante del gen de la ȕ-galactosidasa de E. coli en la 
que se elimina la secuencia que codifica la región N-terminal correspondiente al péptido 
α. δas cepas de E. coli que llevan esta eliminación se usan para probar la 
complementación. 
galE: Expresa la proteína UDP-glucosa 4-epimerasa Participa en el metabolismo de la 
galactosa. Cataliza la conversión de UDP-galactosa (UDP-Gal) a UDP-glucosa (UDP-
Glu) a través de un mecanismo que implica la reducción transitoria de NAD. (Wilson, D. 
B., y Hogness, D. S., 1964) 
Delta(lac-proAB): es la mutación por deleción de los genes lac-proAB 
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rpsL: Con S4 y S5 desempeña un papel importante en la precisión de la traducción. 
Interactúa y estabiliza las bases del ARNr 16S que participan en la selección del ARNt 
en el sitio A y con el esqueleto del ARNm. Ubicado en la interfaz de las subunidades 
30S y 50S, atraviesa el cuerpo de las subunidades 30S en contacto con las proteínas 
en el otro lado y, probablemente, mantiene la estructura del ARNr unida.  
 
II.7.3) Plásmido  
II.7.3.1) Definición 
 
Es una pequeña molécula de ADN circular independiente del ADN genómico, presente 
en los procariotas, en cierto grado, del “cromosoma” bacteriano; que comúnmente se 
usa en la actualidad en el campo de la biotecnología como vector de transformación 
bacteriana que va a introducir una secuencia foránea de ADN dentro de un sistema de 
expresión o replicación. 
 
II.7.3.2) Partes del plásmido 
 
II.7.3.2.1) Origen de replicación (ORI) 
En los plásmidos es la secuencia de ADN la que va a dar origen a su replicación dentro 
de E. coli (bacterias). El origen de replicación puede brindar diversos niveles de 
replicación al plásmido lo que puede permitir aumentar el número de copias del gen de 
interés según el ORI que se use (Bentley et al., 1990) 
II.7.3.2.2) Promotor  
Inicia la transcripción del inserto. El promotor está diseñado para reclutar la maquinaria 
transcripcional de un organismo particular o grupo de organismos. Es decir, si un 
plásmido está destinado para uso en células humanas, el promotor será una secuencia 
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promotora humana o de mamífero. El promotor también puede dirigir la expresión 
específica de la célula, que se puede lograr mediante un promotor específico del tejido 
(por ejemplo, un promotor específico del hígado). La fuerza del promotor también es 
importante para controlar el nivel de expresión del inserto (es decir, un promotor fuerte 
dirige la expresión alta, mientras que los promotores más débiles pueden dirigir los 
niveles de expresión bajos / endógenos). 
 
II.7.3.2.3) Gen de selección: Resistencia a ampicilina 
El marcador de selección se utiliza para seleccionar las células que han tomado con 
éxito el plásmido con el fin de expresar el inserto. El marcador de selección permite la 
selección de una población de células que han tomado el plásmido y que se pueden 
usar para estudiar el inserto. El marcador de selección esta típicamente presente como 
gen de  resistencia a antibióticos (esta vez, bajo el control de un promotor no bacteriano) 
o una proteína fluorescente (que se puede usar para seleccionar o clasificar las células 
por visualización).   
La resistencia a ampicilina es ampliamente usada para estos fines. Permite la selección 
de bacterias que contienen plásmidos proporcionando una ventaja de supervivencia 
para el huésped bacteriano.  
 
II.7.3.2.4) Sitio de multiclonación (MCS) 
Segmento corto de ADN que contiene varios sitios de reconocimiento de enzimas de 
restricción, lo que permite una fácil inserción del ADN mediante la digestión y la ligadura 
de enzimas de restricción. En los plásmidos de expresión, el MCS a menudo se ubica 
corriente abajo de un promotor, de modo que cuando se inserta un gen dentro del MCS, 
su expresión será impulsada por el promotor. Como regla general, los sitios de 
restricción en el MCS son únicos y no están ubicados en ninguna otra parte del 
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esqueleto del plásmido, por lo que pueden utilizarse para la clonación mediante 
digestión con enzimas de restricción. 
II.7.3.2.5) Inserto  
Es el gen, promotor u otro fragmento de ADN clonado en el MCS. El inserto es 
típicamente el elemento genético que uno desea estudiar utilizando un plásmido 
particular. 
 
II.7.3.2.6) Sitio de unión a primer 
Una secuencia corta de ADN monocatenario utilizada como punto de inicio para la 
amplificación por PCR o la secuenciación del ADN del plásmido. Los cebadores pueden 
utilizarse para verificar la secuencia del inserto u otras regiones del plásmido. 
 
II.7.3.3) Vector pHEN6 
El vector fagémido pHEN6 es equivalente al vector pHEN4 (Ghahroudi et al., 1997), 
excepto que la etiqueta de hemaglutinina y el gen III fueron reemplazados por una 
etiqueta de detección y purificación His6.  El gen del anticuerpo de un solo dominio (Vhh) 
es fusionado a la secuencia señal PelB y a la cola de His-6 en el lado terminal N y C,  
respectivamente. La cola de histidina es utilizada para la cromatografía de afinidad de 
metal inmovilizado, la cola de histidina del anticuerpo de un solo dominio es capturado 
desde el extracto periplasmático. La secuencia señal PelB sirve para la traslocación al 
espacio periplasmático y el corte subsecuente de  la secuencia señal PelB. 
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Figura 7. Mapa del vector pHEN6 cargado con el gen VHH 
 
 Ensayos In vitro. 
 
II.8.1) Células VERO 
 
Las células Vero son un linaje de células de riñón de mono utilizadas en cultivos 
celulares.  La línea celular Vero se derivó del riñón de un mono verde africano adulto 
normal (Chlorocebus sp.), anteriormente llamado Cercopithecus aethiops, este grupo de 
monos se ha dividido en varias especies) el 27 de marzo de 1962, por  Yasumura Y. y 
Kawakita Y. en la Universidad de Chiba en Japón. La línea celular se llevó al Laboratorio 
de Vkology Tropical de la Universidad de Chiba por el Dr. B. Simizu (15 de junio de 
1964). Además de su uso como un sustrato celular de vacuna, esta línea celular se ha 
pHEN6-VHH 
Ori (E. coli) 
Ori (fago) ampR 
Vhh 
His-tag 
Promotor 
LacUV5  PelB 
BstEII 
PstI 
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utilizado ampliamente para estudios de replicación de virus y ensayos de placa (Sheets, 
R., 2000). El linaje de células Vero es continuo y aneuploide, lo que significa que tiene 
un número anormal de cromosomas. Un linaje celular continuo puede replicarse a través 
de muchos ciclos de división y no volverse senescente.  
 
II.8.2) Citotoxicidad 
La viabilidad celular se define como el número de células sanas en una muestra y la 
proliferación de células es un indicador vital para comprender los mecanismos de acción 
de ciertos genes, proteínas y vías que implican la supervivencia o muerte celular 
después de la exposición a agentes tóxicos. En general, los métodos utilizados para 
determinar la viabilidad también son comunes para la detección de la proliferación 
celular. 
 
II.8.3) Ensayo con Alamar Blue 
Alamar Blue es un reactivo de ensayo de viabilidad celular que contiene el colorante 
indicador azul permeable a la célula y soluble en agua, no tóxico y débilmente 
fluorescente llamado resazurina. Sirve como reactivo en un método basado en la 
actividad metabólica, diseñado para cuantificar la proliferación de diversas líneas 
celulares humanas y animales. La resazurina se utiliza como un indicador de óxido-
reducción (REDOX) que sufre un cambio colorimétrico en respuesta a la reducción 
metabólica celular. La forma reducida (resorufina) es rosada y altamente fluorescente, 
y la intensidad de la fluorescencia producida es proporcional al número de células vivas 
que respiran. A través de la detección del nivel de oxidación durante la respiración. 
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II.8.3.1) Absorbancias 
 
Figura 8. Tomada del manual de uso de alamar Blue (Invitrogen) donde se puede ver 
el patrón de absorbancia de los estados reducido y oxidado de la resazurina y sus 
máximos picos de absorbancia. 
Se puede usar un método fluorescente o colorimétrico para la lectura del estado del 
reactivo en este caso usamos el colorimétrico porque contamos con espectrofotómetro. 
Es soluble en agua y trabaja en suspensiones o líneas celulares fijadas, es estable, no 
es toxico para las células ni para las personas que lo usan. 
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III. ANTECEDENTES 
 
El sistema inmune de los camélidos además de los anticuerpos IgG normales cuenta 
con anticuerpos compuestos únicamente por dos cadenas pesadas (homodímero) 
(Muyldermans et al., 1994). Estos anticuerpos tienen un solo dominio variable, que 
puede ser producido de forma recombinante y es denominado anticuerpo de un solo 
dominio (Nb) o nanoanticuerpo.   Los nanoanticuerpos son proteínas recombinantes 
derivadas de la región variable (VHH) de los anticuerpos de un solo dominio de 
camélido. Ya se han propuesto metodologías estándar que permiten obtener 
nanoanticuerpos contra antígenos eficazmente (Fridy et al., 2014). 
Fridy et al., 2014 realizaron la producción de nanoanticuerpos diméricos de alta afinidad 
contra GFP (Green Fluorescent Protein), en su trabajo lograron obtener un buen 
rendimiento para la expresión de nanoanticuerpos y se brindó una metodología para la 
producción de estos. Además de este, otros trabajos buscan mejorar el rendimiento de 
la producción de nanoanticuerpos, y nuevos enfoques proponen crear librerías de genes 
VHH de camélidos no inmunizados de sangre periférica (Sabir et al., 2014) 
En la actualidad existen varios trabajos relacionados a la producción de antivenenos con 
Nb de camélidos para la neutralización de venenos o toxinas.  
Darvish et al., en el 2015 usaron dominios VHH de camélido para producir un antiveneno 
contra Hottentotta saulcyi, un escorpión de importancia en salud pública en Irán. 
Finalmente encontró un buen candidato que neutraliza el veneno del escorpión, este fue 
expresado en Escherichia coli. Se confirmó la unión a la toxina por transferencia 
Western Blot. El nanoanticuerpo fue capaz de neutralizar 2 DL50 del veneno total de 
escorpión. Inclusive un ensayo en ratones donde se inoculó vía intraperitoneal varias 
concentraciones de veneno luego de 5 minutos se neutralizo con el nanoanticuerpo por 
vía intravenosa lográndose disminuir los efectos de toxicidad. 
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Prado  et al., en el 2016 ya había expresado Nb de camélidos para neutralizar los efectos 
miotoxicos del veneno de la serpiente Bothrops jararacussu. En ese trabajo purificaron 
dos fosfolipasas miotoxicas (Bothropstoxina I y II) del veneno con los cuales hicieron el 
biopanin (técnica de selección de proteínas por afinidad), posteriormente en el análisis 
de las secuencias se encontraron los aminoácidos característicos de la FR2 de VHH en 
las posiciones: 42F, 49E/Q 50R y 52F/L (Prado et al., 2016) como se habían visto 
anteriormente en la tabla 2. Pruebas de afinidad, neutralización y Western Blot 
mostraron 3 nanoanticuerpos funcionales contra  Bothropstoxina I y 2 contra 
Bothropstoxina II. En el ensayo in vitro de reactividad cruzada incluso hubo afinidad de 
un nanoanticuerpo por la PLA2 de B. atrox, y los venenos de B. Brazili, B. diporus, B. 
leucurus, B. marajoensis, B. matogrossensis, B. moojeni, B. pauloensis, B. pirajai y B. 
urutu. Adicionalmente a esto se encontró que 2 clones permitían la neutralización del 
efecto miotóxico en B. jararacussu y B. brazili, demostrando su capacidad para 
neutralizar potencialmente a otros venenos del género Bothrops.  
Los Nb pueden presentar desventajas cuando se trata de usarse contra toxinas, cuando  
los animales son mordidos por una serpiente venenosa las toxinas tienden a mantenerse 
en la herida hecha por la mordedura durante un período de tiempo prolongado, y los 
nanoanticuerpos tienen un tiempo de vida corto en la sangre. Se puede lograr aumentar 
el tiempo de vida en la sangre de los nanoanticuerpos con PEGilacion o construyendo 
dímeros, trimeros o tetrámeros, esto a costa del aumento de tamaño y una posible 
disminución de propiedades como penetrabilidad a los tejidos. 
Siendo asi, algunos trabajos han demostrado que los Nb pueden presentar la desventaja 
de tener un tiempo de vida media corto en el suero,  para aumentar el tiempo de vida se 
puede añadir  albúmina a los Nb, además se puede hacer di o tetra formas de los 
anticuerpos de un solo dominios ((Behdani et al., 2012). Por esta razón, con el objetivo 
de mejorar los antídotos tradicionales contra escorpión, Yardehnavi et al., (2014) han 
producido anticuerpos de un solo dominio contra veneno de Hemiscorpius lepturus un 
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escorpión nativo de Irán. En su trabajo  se logró desarrollar un anticuerpo de un solo 
dominio de Camelus dromedarius con capacidad de neutralizar el veneno in vivo, 
Además  a partir de este estudio Bagheri et al., en el 2017 produjeron un dianticuerpo a 
partir del mejor candidato, un dianticuerpo es un dímero hecho a partir de un anticuerpo 
de un solo dominio y encontraron un dianticuerpo que con 500 µg puede neutralizar 
4DL50   y dejar una supervivencia 5/6.   
Richard et al., 2013 han  desarrollado un anticuerpo de un solo dominio  de Lama glama, 
con capacidad de neutralizar en escala nanomolar (radio 0.75:1 de anticuerpo:toxina) a 
la toxina  α-cobratoxin, el componente más letal del veneno de Naja kaouthia. Además 
para incrementar el tiempo de vida en el suero de este Nb en ese mismo trabajo  se 
fusionó el Nb a la región Fc de humano, manteniendo su capacidad para neutralizar la 
α-cobratoxin. Incluso los resultados se mostraron tan prometedores que el 2014 se sacó 
una patente de estos trabajos en Estados Unidos. 
Los autores concluyen que Los VHH identificados podrían ser una herramienta 
biotecnológica para mejorar el tratamiento del envenenamiento por serpientes, un 
problema de salud pública mundial importante y descuidado. 
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IV. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 Hipótesis 
Los anticuerpos de un solo dominio de llama (Lama glama) seleccionados previamente 
de una fracción con actividad hemorrágica del veneno de la serpiente B. atrox; pueden 
expresarse y producirse de forma recombinante y algunos de ellos pueden neutralizar 
la actividad hemorrágica del veneno de B. atrox en ratones e in vitro. 
 Objetivos  
IV.2.1) Objetivos generales  
Expresar anticuerpos de un solo dominio de Lama glama  en E. coli con capacidad de 
neutralizar la actividad hemorrágica de una fracción del veneno de serpiente Bothrops 
atrox y neutralizar la citotóxicidad in vitro de esta misma fracción del veneno de Bothrops 
atrox. 
IV.2.2) Objetivos específicos  
• Expresar anticuerpos de un solo dominio contra la fracción pesada de veneno 
de la serpiente B. atrox. 
• Purificar parcialmente una fracción del veneno de B. atrox con actividad 
hemorrágica  
• Obtener anticuerpos recombinantes de un solo dominio específicos para la 
fracción del veneno de Bothrops atrox con actividad hemorrágica. 
• Evaluar la neutralización de la actividad hemorrágica de una fracción del veneno 
de B. atrox  con actividad hemorrágica pesada por anticuerpos de un solo 
dominio, expresados en E. coli, de llama (Lama glama). 
 [42]  
 
V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 Materiales 
V.1.1) Material biológico 
• Veneno de serpiente liofilizado de B. atrox,  fue resuspendidos en PBS y 
almacenados a -80 °C hasta su uso.  
• Ratones albinos cepa Balb/c machos de 18-22 g. 
• 18 Cepas de E. coli WK6 recombinante, conteniendo  un fagémido con el gen 
Vhh de llama (Lama glama) codificantes de Nb, seleccionados para una fracción 
hemorrágica del veneno de B. atrox. 
V.1.2) Equipos 
• Concentrador Speed Vac SC 110 (Savant) 
• Cabina de flujo laminar.                      
• Congeladora -80 °C. 
• Fuente de poder para cámara de electroforesis. 
• Cámara de electroforesis vertical. 
• Foto-documentador Marca BIO-RAD (ChemiDoc XRS). 
• Refrigeradora 4 °C. 
• Shaker a 37 ºC. 
• Vórtex. 
• Centrifuga refrigerada. 
• NanoDrop 8000 de ThermoScientific® 
• Cabina de bioseguridad de tipo II.                      
• Congeladora -80 °C. 
• Congeladora -20 °C. 
• Foto-documentador Marca BIO-RAD (ChemiDoc XRS). 
• Refrigeradora 4 °C. 
• Transiluminador. 
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• Vórtex. 
• Cámara para electroforesis PAGE-SDS. 
• Autoclave.  
V.1.3)  Material de laboratorio 
• Tubos para microcentrífuga de 1.5 mL. 
• Criobox de 81 pocillos. 
• Parafilm. 
• Gradillas de plástico 
• Micropipetas unicanales de rango variable de 0.5 µL a 10 µL; 2 µL a 20 µL; 20 
µL a 200 µL y 100 µL a 1000 µL 
• Tips con filtro de 10 µL, 30 µL, 200 µL y 1000 µL. 
• Botellas estériles de vidrio 1 L, 500 mL. 
• Guantes de nitrilo, mandil, gorra y cubre calzado descartable.  
• Probeta de 100 mL 
• Tubos Falcon de 50 mL 
• Agar 1% 
• Etanol 100% 
• Buffer de carga (6X) 
• Alcohol 70°. 
• Hipoclorito de sodio 10%. 
• Agua destilada 
• Agua MilliQ 
• CaCl2 1 mM (Cloruro de calcio) 
• Tris / HCl 20 mM y 200 mM 
• HCl 1 M (ácido clorhídrico)  
• NaOH 1 M (Hidróxido de sodio) 
• Caseína 2% 
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• PBS Ph 7.4 (Tampón fosfato salino) 
• NaCl 1M (Cloruro de sodio) 
• Regla y vernier 
• Acetato de sodio 0.1 M y 0.05 M 
• Carbonato de sodio 0.05 M 
• NaCNBH3 5 M y 50 mM (Cianoborohidrido de sodio) 
• Fosfato de sodio 0.1 M 
• Asas de siembra descartable 
• Matraces estériles de 500 mL y  2 L. 
• Frascos estériles de centrifuga de 250 mL. 
• Buffer Tris-glicina 
• Ampicilina a 100 mg/mL 
• Glucosa al 20% 
• Medio LB (luria bertani) 
• Medio TB (Terrific Broth) 
• MgCl2 al 2 M 
• IPTG (isopropil-B-D-thiogalatosida) al 1 M 
• EDTA al 100 mM 
• Tris-HCl pH 8.0 al 1 M 
• Buffer TES  y TES/4 (Shock osmótico) 
• Buffer de carga (4X) de proteínas 
• Marcador spectra multicolor broad range protein  
• Glicerol puro 
• Metanol puro 
• Ácido acético glacial 
• Poliacrilamida 
• Tris pH 8.8/6.8 
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• HEPES 1x (Ácido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinaetanosulfónico) 
• SDS 10%  (Dodecilsulfato sódico) 
• APS 10% (Persulfato amónico) 
• TEMED (Tetrametiletilendiamina) 
• Resina de Niquel His60 Ni Superflow Resin 
 
 Métodos  
 
V.2.1) Expresión anticuerpos de un solo dominio 
 
V.2.1.1) Preparación del preinóculo 
Una alícuota, previamente, criopreservada a -80 oC con glicerol 30 % de E. coli WK6 
transformada con el gen VHH se atemperó en hielo y se vertió 50 L en una placa LB 
agar (Luria-Bertani agar) suplementada con ampicilina (100 g/mL) y glucosa (2 %), se 
estrió y se dejó incubando a 37 oC toda la noche.  El preinóculo se preparó bajo 
condiciones estériles, se cogió en un  frasco 15 mL de caldo LB (Luria-Bertani), se 
adicionó 15 L de ampicilina (100 mg/mL) y se inoculó una colonia aislada desde la 
placa. Se dejó crecer el cultivo toda la noche a 37 oC y 200 rpm  en una incubadora con 
agitador. Se usó dos matraces de 2 L cada uno, a los cuales se les puso 500 mL de 
medio TB (Terrific Broth)  y se suplementó con 500 L de ampicilina 100 mg/mL  
(concentración final 100 g/mL), 2.5 mL de Glucosa al 20 % (concentración final 0.1 %) 
y 500 L de MgCl2 2 M (concentración final 2 mM MgCl2 ; Figura A2, anexo).  
V.2.1.2) Crecimiento e inducción de la expresión 
Se inoculó 2 mL del preinóculo por cada  500 mL de medio TB suplementado, se dejó 
crecer a 37 oC y 200 rpm hasta obtener una OD600 (densidad óptica a 600 nm) entre 0.6-
0.9 en un incubador con agitación. Se adicionó 500L de IPTG 1 M por cada matraz que 
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contiene 500 mL de medio TB (concentración final 1 mM de IPTG). Se incubó toda la 
noche en agitación a 200 rpm a 28 OC en un agitador  (Figura A2, anexo). 
V.2.1.3) Cosecha  
Después de la inducción toda la noche, se midió la turbidez (los valores oscilaron entre  
20 y 30 de OD600). El contenido de los matraces se cosechó en tubos de centrifuga de 
250 mL a 4000 rpm por 30 minutos a 14 oC (Figura A2, anexo).  
V.2.1.4) Preparación del extracto periplasmático 
Se resuspendió el pellet celular en buffer TES (Tris, EDTA y Sacarosa) 8 mL de este 
pellet de 500 mL de cultivo. Se pipeteó hasta lograr una solución homogénea. Se incubó 
la mezcla por 6 horas en hielo con agitación a 200 rpm en un agitador. Luego, se realizó 
el shock osmótico añadiendo buffer TES/4.  
16 mL de TES/4 por pellet de 500 mL de cultivo. Se pipeteó hasta lograr una solución 
homogénea. Se incubó luego en un agitador a 200 rpm a 4 oC por toda la noche. Se 
añadió 150 µl de MgCl2  2 M por pellet de 500 mL de cultivo (a una concentración final 
10-15 mM de cloruro de magnesio). Se centrifugó por 1 hora a 4000 rpm en una 
centrifuga a 8 oC. Se transfirió el sobrenadante (el extracto periplasmático) dentro de un 
tubo de 50 mL sin restos de pellet (Figura A3, anexo). 
V.2.2) Purificación de anticuerpos de un solo dominio 
 
V.2.2.1) Preparación de columnas y purificación de anticuerpos de un 
solo dominio. 
El volumen total del extracto periplasmático (aproximadamente entre 50 y 60 mL)  se 
mezcló con 1 mL de resina de niquel  (His60 Ni resin, Takara) y se dejó incubar por 2 
horas a 25 oC con una agitación de 75 rpm. Luego se armó la columna según las 
indicaciones del fabricante (columnas thermo fisher scientific, 5 mL). Se colocó la mezcla 
incubada de resina con Nb. Se esperó a que se compacte la resina y antes de que se 
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acabe de eluir toda la mezcla se agregó buffer HEPES (ácido 4-(2-hidroxyetil)-1-
piperazineethanesulfonico)  1 X (20 mL). Luego de pasar este volumen se eluyó la 
proteína con buffer HEPES 1 X con Imidazol 0.5 M. Se colectaron 10 fracciones de 1 
mL cada uno. Luego se realizó un tamizaje cualitativo de las eluciones empleando el 
reactivo de Bradford para identificar las fracciones que contenían proteínas. En una 
placa de ELISA de 96 pocillos se mezcló 20 µL de muestra de cada fracción colectada 
con 180 µL de Bradford. Se realizó un pool con las fracciones de anticuerpos de un solo 
dominio que tienen mayor cantidad de proteína. El pool se dispensó en volúmenes de 
un 1 mL y se cuantificó la proteína, luego se almacenó a -80 oC  (Figura A4, anexo). 
V.2.3) Evaluación de la pureza   
V.2.3.1) Gel de electroforesis de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) 
 Se preparó un gel resolving con un 12 o 15 % de poliacrilamida y un gel staking con un 
5 % de poliacrilamida de acuerdo a la tabla A2 (anexo). Se ensambló la cámara vertical 
de electroforesis. La cámara se llenó con buffer Tris-glicina (200 mM Gly, 25 mM Tris, 
SDS 0.1%)  hasta cubrir. Las muestras se calentaron a 100 oC por 5 min (5 µL de buffer 
de carga 4x, y 15 µL de muestra, aproximadamente 10 µg). Las muestras se depositaron 
en los carriles y la corrida se realizó a amperaje constante por 15 minutos (50 A), luego 
se cambió a voltaje constante por  1 h 45 min se coloreo con azul de coomassie R-250 
(0.25%). Se decoloró con una solución de metanol 50%, ácido acético 40% por 2 horas 
hasta la observación de bandas de proteínas. 
 Purificación parcial de una fracción del veneno de serpiente Bothrops 
atrox con actividad hemorrágica. 
La purificación de proteínas es un procedimiento cuya finalidad es obtener proteínas 
puras o mezclas menos heterogéneas del cual provengan, para poder realizar ensayos 
posteriores como la caracterización o evaluar propiedades intrínsecas. 
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V.3.1) Cromatografía de exclusión molecular  
Es un método que se usa para separar moléculas por sus pesos moleculares, para esto 
se usa una resina porosa (fase estacionaria) y un buffer de corrida (fase liquida), la 
resina porosa se coloca en una columna, se deja empacar la resina y se coloca la 
muestra en la parte superior de la columna. Lo que sucede es que la resina tienes poros 
pequeños y grandes, las muestras que contienen proteínas de distinto tamaño (peso 
molecular) son separadas porque las proteínas pequeñas pueden pasar por los poros 
pequeños avanzando más lentamente en la separación, a diferencia de las moléculas 
grandes que no pueden pasar por estos poros y siguen su camino por los poros grandes 
o la fase líquida (buffer), finalmente se eluyen fracciones de la muestra que contienen 
proteínas de diferentes pesos moleculares. En las cromatografía de columna hay que 
tener en cuenta algunos factores a estandarizar en cada nuevo proceso de purificación 
como el volumen de resina a usar, el flujo de la fase liquida, el tamaño de la columna, 
la naturaleza de la fase  liquida, la naturaleza de la resina, la naturaleza de la muestra 
(Coskun, O.,2016). Existen variedad de  tipos de resinas (Rojas et al., 2002) que tienen 
distinta naturaleza bioquímica y se diferencias por el tamaño de poro. 
Del veneno liofilizado de Bothrops atrox  se pesó 500 mg y fueron disueltos en buffer 
acetato de amonio 0.1 M pH 6.0, previa centrifugación a 3000 rpm para eliminar los 
restos insolubles. El sobrenadante obtenido fue aplicado a una columna de filtración 
molecular (25 x 1.5 cm) sobre Sephadex G-100 previamente equilibrada con el mismo 
buffer.  
Se colectaron fracciones de 1 mL a una velocidad de flujo de 10 mL/h monitoreándose 
la cantidad de proteínas por absorbancia a 280 nm, así como también la actividad 
hemorrágica (Instituto Clodomiro Picado, 2007). 
La fracción que presentó la mayor actividad hemorrágica fue seleccionada para los 
ensayos de estimación de Dosis Hemorrágica Mínima (DHM) y dosis efectiva media 
(DE50)  
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 Cuantificación de proteínas  
V.4.1) Cuantificación por lectura a 280 nm (Warburg y Christian, 1941) 
La absorción ultravioleta a 280 nm se debe principalmente a los aminoácidos tirosina y 
triptófano (aromáticos) y en menor medida a la fenilalanina y los puentes disulfuro 
presentes. Este método es el más rápido y se usa generalmente cuando se dan 
fracciones de proteínas a lo largo de una corrida.  
Las fracciones de la cromatografía de exclusión molecular fueron leídas en un 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 280 nm para detección de proteínas. Las 
fracciones seleccionadas se almacenaron congeladas a -20 OC hasta su uso. 
 
V.4.2) Cuantificación por el método de Bradford (Bradford M., 1976) 
 
Este ensayo es caracterizado por su precisión para la determinación de la concentración 
de proteínas. El colorante Coomassie G-250 en su forma mas aniónica se une 
principalmente a aminoácidos de arginina, triptófano, histidina, tirosina y fenilalanina; 
esto da una coloración azul que absorbe a 590 nm. 
Se generó una curva patrón de albúmina (Figura 11). En placas de 96 pocillos se 
mezclaron 20 µL de muestra y 180 µL del reactivo de Bradford, cada ensayo por 
duplicado. Se dejó incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos 
y luego se realizó la lectura a 595 nm en un espectrofotómetro. Se usaron 4 
concentraciones de BSA para la curva patrón. Se preparó un blanco que solo contenía 
buffer acetato de amonio 0.1 M a pH 6.0.  
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V.4.3) Cuantificación por Qubit 
 
Es un método fluorométrico. Se siguieron las indicaciones del fabricante, en resumen 
se mezcló el reactivo fluoróforo con su buffer (1:200) y de esa mezcla se cogió 190 µL 
y con 10 µL de muestra se dejó incubar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 
15 minutos y luego fue medido en el Qubit. 
 
 Actividades biológicas del veneno de la serpiente B. atrox.  
 
 
V.5.1) Dosis Hemorrágica mínima (DHM) 
 
Se evaluó la actividad hemorrágica inoculando por vía intradérmica 0.1 mL de veneno 
crudo y de la fracción hemorrágica pesada (FHP, pág. 54) a ratones albinos cepas 
Balb/c (20-22g), siguiendo el método de Kondo et al., (1960) modificado por Lomonte et 
al., (1982).  Luego de dos horas, los ratones fueron sacrificados, determinándose el área 
hemorrágica formada, para lo cual se midió el diámetro mayor de cada área (4 
repeticiones por grupo). La dosis mínima hemorrágica (DHM) corresponde a la cantidad 
de muestra que produce un halo hemorrágico de área de 10 mm de diámetro (Instituto 
Clodomiro Picado, 2007). 
 
V.5.2) Neutralización de actividad hemorrágica  
 
Por cada inoculo  de 0.1 mL se prepararon mezclas de neutralización que contienen 10 
ȝδ de FHP del veneno (1.γβ ȝg/ȝδ para la primera prueba y 0.1γβ ȝg/ȝδ para la 
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segunda) y λ0 ȝg de anticuerpo de un solo dominio y se completó con PBS hasta 0.1 
mL. Se dejó incubar a 37 oC por 1 hora, luego se inóculo vía intradérmica en ratones. 
Después de dos horas se sacrificaron a los ratones y se evaluó el halo hemorrágico. Se 
seleccionó a los que presentaban neutralización para luego realizar los ensayos de dosis 
efectiva media. 
 
V.5.3) Dosis Efectiva Media (DE50) 
 
La capacidad neutralizante de los anticuerpos de un solo dominio fue expresado como 
la dosis efectiva 50% (DE50), es decir, la proporción ȝδ de antiveneno/mg de veneno, 
que redujo al 50% la actividad de la dosis reto del veneno (4 DHM que es 1.732 µg), se 
preparó un control positivo que solo contenía veneno y un control negativo que solo 
contenía anticuerpo de un solo dominio, para las muestras a ensayar se  mezcló la dosis 
reto 4 DHM (1.732 µg)  de veneno con cantidades variables de anticuerpo de un solo 
dominio de tal manera que los radios  ȝδ de antiveneno/mg de veneno fueron de 57.74, 
962.28, 5773.67, 11547.34 y 28868.36. Se incubó a 37 oC por 1 hora y luego se inóculo 
vía intradérmica en ratones (4 repeticiones por grupo). Después de dos horas se 
sacrificaron a los ratones y se evaluó el halo hemorrágico. Finalmente se realizó una 
curva de regresión lineal de los halos hemorrágicos vs radio de ȝδ de antiveneno/mg de 
veneno  y se estimó la DE50. 
 
 Actividad sobre caseína 
 
Se utilizó el método de Takahashi y Ohsaka (1970), estandarizado en el laboratorio de 
Biología Molecular de la UNMSM. Se determinó la actividad proteolítica con un ensayo 
sobre caseína al 1% en buffer Tris HCl 0.2 M a pH 8.5. Se adicionó 0.02 mL de la 
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muestra (veneno) se añadió a la caseína y  esta mezcla de reacción se incubó durante 
15 minutos a 37 ºC en baño maría, la reacción se detiene con ácido tricloroacético (TCA) 
0.44 M en hielo. Posteriormente se pasó a centrifugar a 4000 rpm por 15 minutos, 
finalmente se midió a 280 nm.  
 
 Ensayo in vitro de citotoxicidad 
 
Se usó el kit  de ensayo de Alamar Blue  (De Souza et al., 2015), estandarizado en el 
laboratorio de Biotecnología y Biología Molecular del Instituto Nacional de Salud.  
En resumen, se prepararon las líneas celulares de mamíferos VERO (4x104 
células/pocillo)  en Medio Mínimo Esencial de Eagle (EMEM), suplementado con 10% 
de suero fetal bovino (FBS), gentamicina (50 µg/ml) en placas estériles de 96 pocillos e 
incubadas por 24 h en condiciones estándar (5% CO2 en el aire, 37 °C).  Luego se 
mezcló  las células VERO con el veneno total o con la fracción hemorrágica pesada de 
manera que las concentraciones finales del veneno sean desde 380.9 µg/mL hasta 0.74 
µg/mL (factor de dilución ½, Tabla A1, anexo)  y se incubó en las mismas condiciones 
estándar por 24 h; Se preparó adicionalmente un control blanco con células VERO sin 
veneno y un control negativo solo medio EMEM.  Luego, se añadió Alamar Blue al 10% 
a cada pocillo. Se dejó incubar en las mismas condiciones en oscuridad. La absorbancia 
a 570 nm y 600 nm se determinó después de 4 horas. Los valores representan medios 
de ensayos realizados por cuadruplicado.   
Se graficó el porcentaje de viabilidad celular versus el logaritmo de la concentración final 
de veneno usado. Para determinar el porcentaje de viabilidad celular se usó la fórmula:  
%viabilidad celular = ሺܱଶ��ଵሻ − ሺܱଵ��ଶሻሺܱଶ� ଵܲሻ − ሺܱଵ� ଶܲሻ �ͳͲͲ ܱଵ= Coeficiente de extinción molar (E) del Alamar blue oxidado (azul) a 570 nm 
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ܱଶ= Coeficiente de extinción molar (E) del Alamar blue oxidado  a 600 nm �ଵ=Absorbancia de pocillos de test  a 570 nm  �ଶ= Absorbancia de pocillos de test  a 600 nm 
ଵܲ= Absorbancia de pocillos control de crecimiento positivo (blanco)  a 570 nm 
ଶܲ= Absorbancia de pocillos control de crecimiento positivo (blanco)  a 600 nm 
La concentración efectiva capaz de reducir en un 50% la viabilidad celular (CD50) se 
determinó a partir de la curva de dosis-respuesta, utilizando el software Graph Pad 
Prism 8.00. 
 
 Neutralización in vitro de citotoxicidad 
 
Se usó el kit  de ensayo de Alamar Blue  (De Souza et al., 2015), estandarizado en el 
laboratorio de Biotecnología y Biología Molecular del Instituto Nacional de Salud.  
Se prepararon las líneas celulares de mamíferos VERO (4x104 células/pocillo)  en Medio 
Mínimo Esencial de Eagle (EMEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 
gentamicina (50 µg/ml) en placas estériles de 96 pocillos e incubadas por 24 h en 
condiciones estándar (5% CO2 en el aire, 37 °C). A la par se incubó 1 hora a 37 oC cada 
uno de los nanoanticuerpos (20 µg) con la fracción hemorrágica (30 µL) y de este se 
cogió 40 µL y se agregó a cada pocillo (por triplicado para cada nanoanticuerpo) que 
contenían las células VERO. Luego se incubó en las mismas condiciones estándar por 
24 h; Se preparó adicionalmente un control blanco con células VERO sin fracción 
hemorrágica y un control negativo solo medio EMEM. Además, para evaluar el efecto 
citotóxico de los nanoanticuerpos  estos fueron incubados solos en células VERO del 
mismo modo, también por triplicado.  Luego, se añadió Alamar Blue al 10% a cada 
pocillo. Se dejó incubar en las mismas condiciones en oscuridad. La absorbancia a 570 
nm y 600 nm se determinó después de 4 horas para calcular el % de viabilidad celular 
según la formula antes indicada.  
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VI. RESULTADOS 
 
 Purificación de proteína del veneno de Bothrops atrox por cromatografía 
de exclusión molecular sobre Sephadex G-100 y actividades biológicas. 
El paso de purificación empleando una columna de filtración molecular sobre Sephadex 
G-100, reveló tres picos principales de proteínas (Figura 9). Se midió la actividad 
hemorrágica de las fracciones del primer pico; encontrándose  actividad hemorrágica en 
la fracción 13 la cual corresponde a metaloproteasas de alto peso molecular 
probablemente a metaloproteasas tipo III. Para este estudio se seleccionó la fracción 13 
(2 mL) de alto peso molecular y gran actividad hemorrágica. 
 
Figura 9. Cromatograma sobre gel de exclusión molecular Sephadex G-100 del veneno 
de Bothrops atrox. A) Cromatograma de veneno de Bothrops atrox y fracciones con 
actividad hemorrágica B) PAGE-SDS, M: Marcador de peso molecular (10 kDa -260 
kDa) Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher), 1: Veneno total 
de B. atrox y 2: Fracción 13 (FHP: ~55 kDa) con actividad hemorrágica (flecha 
anaranjada). 
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Con este paso de purificación se logró obtener la enzima con un rendimiento de 5.7% y 
un factor de purificación de 1,08 veces (Tabla 7). En el ensayo de actividad proteolítica 
sobre caseína, se halló que la fraccion con actividad hemorrágica poseía 67.6 U/mg 
(Tabla 7) de actividad proteolítica. Por PAGE-SDS, la fracción parcialmente purificada 
presentó un peso molecular de cerca de  55 kDa en condiciones no reductoras. 
Tabla 7. Purificación parcial de la metaloproteasa tipo III de Bothrops atrox. 
Actividad específica proteasa: µg de L-tirosina/mg de proteína 
U.T.A.: Unidades totales de actividad 
Muestra Proteína (mg) 
% 
Proteína 
Actividad 
específica 
(U/mg) 
U.T.A. Rendimiento (%) Purificación 
Veneno 
crudo 500.0 
100.00 62.6 31300 100.00 1.00 
Sephadex 
G-100 26.4 
5.28 67.6 1784 5.70 1.08 
 
Además, la actividad hemorrágica hallada correspondió a una dosis hemorrágica 
mínima (DHM) de 0.433 ȝg para la fracción 13 del veneno de B. atrox (Figura 10), y de 
0.810 ȝg para el veneno crudo, esto es corresponde a un aumento de la potencia 
hemorragica de 1.9 veces. Adicionalmente se evaluó la capacidad inhibitoria del EDTA 
sobre el veneno total de la fraccion hemorrágica pesada. Se halló que el EDTA 5 mM 
causó una inhibición de la actividad proteolítica sobre caseína de 92.0 % para el caso 
del veneno total de B. atrox y para el caso de la fracción hemorrágica pesada del 95.9 
% (Tabla 8) 
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Figura 10. Dosis hemorrágica mínima (DHM) de A) veneno total de B. atrox. B) 
fracción hemorrágica pesada de B. atrox. 
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Figura 11. Dosis hemorrágica mínima (DHM) de veneno total de B. atrox de estudios 
previos y el presente estudio. 
Tabla 8. Inhibición de la actividad proteolítica la fracciones hemorrágica pesada. VT: 
veneno total, FHP: Fracción con actividad hemorrágica 
Agente Concentración final 
Actividad proteolítica 
(%) 
VT Bothrops atrox - 100.0 
EDTA 5 mM 8.0 
Agente Concentración final 
Actividad proteolítica 
(%) 
FHP - 100.0 
EDTA 5 mM 4.1 
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 Cuantificación de proteínas 
La concentración de las fracciones cromatográficas del veneno y el veneno total se 
midieron por los métodos Bradford y Qubit, la fracción con actividad hemorrágica 
presentó un concentración de 15.7 µg/µL por Qubit y 13.2 µg/µL  por Bradford (Tabla 9), 
la diferencia es considerable y se usó la cuantificación por Bradford debido a que la 
curva de calibración de albumina tuvo un R2= 0.9933 y  este método es ampliamente 
usado para la cuantificación de venenos en procesos de purificación. Por otro lado, el 
veneno total presenta un concentración de 3.3 µg/µL por Qubit y 5.1 µg/µL por Bradford  
(Tabla 9). 
 
Figura 12. Curva patrón de BSA para para la cuantificación de proteínas por Bradford. 
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Tabla 9. Cuantificación de veneno total (VT) y fracciones con alta actividad 
hemorrágica. 
Fracción 
Concentración 
Qubit (µg/µL) 
Concentración 
Bradford 
(µg/µL) 
10 0.90 - 
11 4.44 - 
12 8.49 - 
13* 15.70 13.2 
14 22.80 - 
15 24.60 - 
16 21.60 - 
17 15.60 - 
18 9.88 - 
VT 3.3 5.1 
*Fracción hemorrágica pesada que se usa en los ensayos 
 Expresión y purificación  de 18 anticuerpos de un solo dominio 
El procedimiento para la extracción del extracto periplasmático es un primer paso de 
purificación ya que como se puede ver en la Figura 13 no se observa la presencia de 
muchas proteínas contaminantes, esto se debe a que el nanoanticuerpo fue diseñado 
para tener una secuencia señal que lo va a localizar en el espacio periplasmático. 
Posteriormente la purificación por afinidad a la cola de histidina por resina de niquel 
resultó bastante eficiente en todos los nanoanticuerpo. Se obtuvieron anticuerpos de un 
solo dominio de alto grado de pureza como se observa en la figura 14 A y B por  PAGE-
SDS al 12 %. 
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Las concentraciones y rendimientos de producción de los anticuerpos de un solo 
dominio fue variable pese a que todos se obtuvieron en las mismas condiciones, el rango 
de rendimientos de los anticuerpos de un solo dominio va desde 0.8 hasta 15.6 mg/L 
con un promedio de 4.3 mg/L ± 3.9 mg/L (Tabla 10) 
Figura 14.  A) y B) PAGE-SDS 
al 12% de 18 nanoanticuerpos 
expresados y purificados. M: 
Marcador de peso molecular 
Spectra Multicolor (fermentas).  
 
 
260 
140 
100 
70 
50 
 
40 
 
35 
25 
 
 
15 
 
 
  M           2            5          6              7        8           9           12         28         32 
  M        17              18         19              22               35         44            46              69          78          
260 
140 
100 
70 
50 
40 
35 
25 
 
15 
 
 
A) 
B) 
Figura 13.  PAGE-SDS al 12% de 
nanoanticuerpos expresados M: 
Marcador de peso molecular Spectra 
Multicolor (fermentas), 1: extracto 
periplasmático, 2: purificación de 
nanoanticuerpo por resina de niquel. 
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Tabla 10. Producción de 18 anticuerpos de un solo dominio contra veneno de 
serpiente 
Nb Concentración 
(µg/µL) 
Producción 
(mg/L) 
Nb Concentración 
(µg/µL) 
Producción 
(mg/L) 
2 0.27 0.8 19 3.58 10.7 
5 0.26 0.8 22 0.57 1.7 
6 2.00 6.0 28 0.56 1.7 
7 2.36 7.1 32 0.70 2.1 
8 1.25 3.8 35 0.51 1.5 
9 5.20 15.6 44 2.18 6.5 
12 0.66 2.0 46 1.83 5.5 
17 0.44 1.3 69 0.90 2.7 
18 0.48 1.4 78 1.09 3.3 
Promedio (µg/µL) 1.38 4.34 
Desviación estándar 1.31 3.91 
 
 Tamizaje de neutralización  de la actividad hemorrágica 
Se realizaron dos ensayos y se evaluó la capacidad neutralizante de la actividad 
hemorrágica,  de la fracción pesada, de 18 anticuerpos de un solo dominio 
recombinantes, de las 18 solo 7 mostraron capacidad de neutralizar la actividad 
hemorrágica del veneno a las condiciones dadas (Figura 15, Tabla 11). Fueron los 
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anticuerpos de un solo dominio 6, 9, 12, 22, 28, 35 y 78. Con estos anticuerpos se 
continuó el ensayo de dosis efectiva media (DE50). 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Tamiz de neutralización de la fracción hemorrágica pesada de B. atrox de 
los 18 anticuerpos de un solo dominio (Primera prueba: izquierda. Segunda prueba: 
derecha). 
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Tabla 11. Tamiz de neutralización de los 18 anticuerpos de un solo dominio frente a una 
fracción hemorrágica pesada de Bothrops atrox. 
Anticuerpos de 
un solo dominio 
Halo 1 
(mm) 
Halo 2 
(mm) 
Halo 
promedio 
(mm) 
Grado de 
neutralización Respuesta 
C+ 12.1 12.4 12.3 - - 
C- 0 0 0 - - 
6 2.4 0 1.2 ++++ Neutralizó 
7 9.6 10.5 10.1 ++ Parcial 
8 0 0 0 +++ Parcial 
9 0 0 0 ++++ Neutralizó 
19 0 0.56 0.28 +++ Parcial 
44 11.0 10.5 10.8 - No neutralizó 
46 10.5 12.3 11.4 - No neutralizó 
78 0 0 0 ++++ Neutralizó 
Anticuerpos de 
un solo dominio 
Halo 1 
(mm) 
Halo 2 
(mm) 
Halo 
promedio 
(mm) 
Grado de 
neutralización Respuesta 
C+ >15.0 >15.0 >15.0 - - 
C- 0.0 0.0 0.0 - - 
2 24.0 22.0 23.0 - No neutralizó 
5 23.0 18.0 20.5 - No neutralizó 
12 6.0 7.0 6.5 ++++ Neutralizó 
17 18.0 6.0 12.0 ++ Parcial 
18 19.0 18.0 18.5 ++ Parcial 
22 13.0 9.0 11.0 +++ Neutralizó 
28 8.0 10.0 9.0 +++ Neutralizó 
32 12.0 11.0 11.5 + Parcial 
35 7.0 6.0 6.5 +++ Neutralizó 
69 10.0 15.0 12.5 + Parcial 
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 Dosis hemorrágica mínima (DHM)   
Para el veneno total de Bothrops atrox, la DHM fue de 0.810 µg por 0.1 mL según la 
curva de regresión (R2: 0.9422). Mientras que la DHM de la fracción con actividad 
hemorrágica fue de 0.433 µg por 0.1 mL (R2: 0.9946) Figura 11. 
 Dosis efectiva media  (DE50) de 07 anticuerpos de un solo dominio 
Se usó una dosis reto de 4 DHM, es decir 1.73 µg de la fracción con actividad 
hemorrágica. La dosis efectiva media de los anticuerpos contra la fracción hemorrágica 
resultaron muy heterogéneos, el mejor resultado se obtuvo con el anticuerpo 12 el cual 
presentó una DE50 de 2 247 µL de anticuerpos/ mg de veneno. Las DE50 de los 
anticuerpos  9,  22, 28, 35 y 78 fueron de 1 319 468, 192 671, 67 371, 21 818 y 65 293 
µL de nanoanticuerpos/ mg de veneno, respectivamente. Finalmente el anticuerpo de 
un solo dominio 6 presentó un bajo grado de neutralización según su DE50 (Figura 16). 
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Figura 16. Dosis efectiva media  de 7 
nanoanticuerpos contra la actividad 
hemorrágica (dosis reto 4 DHM)  de 
una fracción pesada de veneno de B. 
atrox. 
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 Ensayo de citotoxicidad in vitro 
La citotoxicidad del veneno total y fracción hemorrágica pesada se determinó utilizando 
10 diluciones en serie desde 380.9 µg/mL hasta 0.74 µg/mL (factor de dilución ½)   de 
cada muestra. 
Como se muestra en la Figura 17, el tratamiento con el veneno total de serpiente y con 
la fracción hemorrágica total dio como resultado una inhibición de la viabilidad celular 
dependiente de la concentración en células VERO variando el nivel de citotóxicidad. 
La actividad citotóxica relativa de las muestras se determinó como la cantidad necesaria 
para matar el 50% de las células o la dosis citotóxica media (CD50). La fracción 
hemorrágica fue menos citotóxica con un CD50 de 37.28 µg/mL mientras que el veneno 
total  fue más citotóxico con un CD50 de 18.82 µg/mL. 
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Figura 17. Citotoxicidad del veneno de 
Bothrops atrox y de una fracción 
hemorrágica pesada. A) Ensayo de 
citotoxicidad in vitro del veneno total de 
Bothrops atrox (IC: 17.30-20.46). B) 
Ensayo de citotoxicidad in vitro de la 
fracción con actividad hemorrágica del 
veneno de Bothrops atrox (IC: 31.45 – 
43.87). La concentración efectiva 
capaz de reducir en un 50% la 
viabilidad celular (CD50) se determinó a 
partir de la curva de dosis-respuesta, 
utilizando el software Graph Pad Prism 
A) 
B) 
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Figura 18. Neutralización de la citotoxicidad en células VERO, se incubó una 
hora a 37 o C los nanoanticuerpos (20 µg) con la fracción hemorrágica (30 µL) 
luego se añadió sobre las células VERO (4x104 células/pocillo). Se dejó incubar 
por 24 h a condiciones estándar (5% CO2 en el aire, 37 °C). Luego se añadió el 
reactivo Alamarblue y se evaluó después de 4 horas.   
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VII. DISCUSIÓN 
 
En el Perú, durante el año 2005, se han reportado más de mil casos de mordeduras de 
serpientes con una tasa de mortalidad del 0,39%. El ofidismo es un problema de salud 
pública en nuestro país (García et al., 2008). Por este motivo y gracias al avance de las 
distintas áreas de investigación, es necesario encontrar nuevas alternativas que sean 
eficaces para estos problemas arraigados en el Perú. La producción de un antídoto en 
base a anticuerpos de un solo dominio de llama es una propuesta con grandes 
posibilidades de brindarnos esa solución. 
Por un lado, algunos trabajos han propuesto metodologías estándar que permiten 
obtener anticuerpos de un solo dominio eficaces contra antígenos. Fridy et al., 2014 
realizaron la producción de nanoanticuerpos diméricos de alta afinidad contra Green 
Fluorescent Protein (GFP), en su trabajo lograron obtener un buen rendimiento para la 
expresión de anticuerpos de un solo dominio y plantearon una metodología para la 
producción de estos. Además de este, otros trabajos buscan mejorar el rendimiento de 
la producción de anticuerpos, y nuevos enfoques proponen crear librerías de genes VHH 
de camélidos no inmunizados de sangre periférica (Sabir et al., 2014).  
Trabajos como el de Leow et al., en el 2019 donde compararon la expresión citosólica y 
periplasmática, de un dominio  variable de cadena pesada (VNAR) de tiburón, resulto 
que la expresión en el citosol produjo un mayor rendimiento en comparación a la 
periplasmática (468 mg/L y 62 mg/L, respectivamente). Esto se debe al distinto nivel de 
contenido proteico en ambos compartimientos. La proteínas en el periplasma están en 
menos cantidad que en el citoplasma entre un 5 y 15%, del total, dependiendo del estado 
de crecimiento y del medio de crecimiento que se use (el medio LB, reduce la cantidad 
de proteínas periplasmáticas) permitiendo una mejor purificación de las proteínas 
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recombinantes que en el periplasma se produzca (Schmidt et al., 2016). En la expresión 
de proteínas recombinantes existe un problema inherente al proceso de formación de 
enlaces disulfuro: el emparejamiento incorrecto de las cisteínas puede causar un 
incorrecto plegado, la agregación y, en última instancia, dar lugar a bajos rendimientos 
durante la producción de proteínas (Berkmen et al., 2012). El citoplasma de E. coli de 
cepa silvestre, es un medio reductor por el alto número de reductasas que presenta (vía 
glutaredoxina y vía thioredoxina, que reciben su potencial reductor de los numero 
NADPH del citoplasma), por lo tanto no permite la formación de puentes disulfuro, una 
proteína que requiere un enlace disulfuro como los nanoanticuerpos (enlace disulfuro 
entre CDR1 y CDR3, Noor et al., 2018) tiene que ser secretado y hacer su plegamiento 
en el periplasma por las proteínas de enlace disulfuro (Dsb) una oxidasa muy potente 
(Bader et al., 1999; Jander et al., 1994).  Soluciones hipertónicas (como el buffer TES) 
de sacáridos impermeables permiten permeabilizar la membrana externa de bacterias 
Gram-negativas (Löwe et al., 2018) para realizar el shock osmótico. Además la 
sobrexpresión de algunas proteínas en el citoplasma de E. coli da como resultado la 
formación de agregados insolubles, o cuerpos de inclusión (Sockolosky, J. T., y Szoka, 
F. C. ,2013). El aislamiento de los cuerpos de inclusión requiere un paso de 
replegamiento para obtener una proteína soluble agregando complejidad al proceso y 
reduce los rendimientos. Proteínas expresadas y traslocadas al periplasma se pueden 
aislar fácilmente en su estado nativo mediante la ruptura selectiva de la membrana 
externa de E. coli, lo que resulta en una reducción en los pasos de procesamiento, la 
complejidad y el tiempo (Sockolosky, J. T., y Szoka, F. C. ,2013). Casi todos los trabajos 
de expresión de nanoanticuerpos están orientados a la expresión en el periplasma de 
E. coli. Es por motivos estructurales, funcionales y de purificación  que en la metodología 
de este trabajo se usó la expresión periplasmática, con la cual se obtuvo buenos niveles 
de rendimientos y pureza.  
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Se han reportado en trabajos descritos anteriormente, rendimientos producidos en la 
expresión de anticuerpos de un solo dominio que van desde 0.5 hasta 10 mg/L por 
nanoanticuerpo (Hamers-Casterman et al., 1993, Chen et al., 2018). Acorde con esto en 
el presente trabajo de investigación los 18 anticuerpos producidos tuvieron un  rango de 
rendimientos desde 0.8 hasta 15.6 mg/L, 4.3 mg/L  ± 3.9 mg/L (Tabla 10). 
El rendimiento de expresión de proteínas recombinantes en E. coli es alto, en otros 
microrganismos más complejos como Pichia pastoris también se obtienen buenos 
niveles de expresión. Luévano de la Cruz, A. (2011) expresó una hormona de 
crecimiento humano HGH con un rendimiento de 76 ȝg/mδ. Además, trabajos más 
recientes (Chen et al., 2019) han logrado rendimientos de 51.57 mg/L de expresión de  
nanoanticuerpos de llama en Pichia pastoris, en este trabajo optimizaron el pH y la 
fuente de carbono,  así como una expresión constitutiva de 90 h, para lograr el máximo 
rendimiento de un nanoanticuerpo contra una proteina CEACAM-5. Si bien el 
rendimiento es alto comparado con el obtenido en este trabajo (4.3 mg/L), pero sería 
poco práctico aplicarlo a producción de anticuerpos de un solo dominio ya que estos no 
requieren modificaciones postraduccionales para su funcionalidad, aunado a esto la 
producción en E. coli es más fácil y sencilla (Márquez Ipiña, 2011). 
Por otra parte, según la actividad proteolítica especifica después del paso de purificación 
sobre Sephadex G- 100, la pureza fue de un 1.08 sin embargo al determinar la DHM 
(prueba in vivo) se observó una elevación de la potencia hemorrágica a 1.9 veces (0.81 
µg del veneno total  y  0.433 µg de la fracción hemorrágica), esto se debe a que no 
existe una correlación entre la actividad in vitro y el ensayo in vivo (Lopes de Souza et 
al., 2015). Tampoco se ha encontrado una correlación entre el valor dosis hemorrágica 
mínima y la actividad proteolítica in vitro de la fracción con actividad hemorrágica. Es 
probable que la especificidad de la hidrólisis in vivo por la fracción hemorrágica de 
ciertos sustratos de alto peso molecular como por ejemplo colágeno de tipo IV sea  más 
importante, y distinta, que la tasa de hidrolisis de caseína por estas enzimas. Por esto, 
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en el presente estudio se analizó la actividad hemorrágica para la selección de algunas 
fracciones del veneno en lugar de la actividad proteolítica; añadido a esto, está la 
presencia de proteínas con actividad caseinolítica en el veneno de Bothrops atrox que 
no  son hemorrágicas (Omori-Satoh et al., 1972).  
El agente quelante EDTA inhibe la actividad proteolítica en el veneno total de B. atrox y 
en la fracción hemorrágica usada (Tabla 8) como se a visto en trabajos anteriores, ya 
que las metaloproteasas del veneno son las principales causantes de la actividad 
proteolítica (Patiño et al., 2010). 
Saldarriaga et al., en el 2003 encontraron una diferencia ontológica a nivel de los 
venenos de  B. atrox; en la actividad hemorrágica encontraron valores de DHM de  0.3 
± 0.10 ȝg, 0.γ ± 0.06 ȝg, 0.7 ± 0.10 ȝg y  1.8 ± 0.β0 ȝg para edades de 6 meses, 1 año, 
2 años y 3 años, respectivamente (Figura 11). Mostrando la variación existentes en la 
composición del veneno a los largo de su vida y notando una disminución en la potencia 
hemorrágica del veneno conforme avanza la edad. Adicionalmente, Otero et al., 1995, 
midieron la DHM de B. atrox en 1.6 ± 0.6 ȝg. Del mismo modo, un trabajo determinó la 
DHM de B. atrox en 1.5 µg por 0.1 mL y tiene una DE50 de 51.94 µL de antiveneno/mg 
de veneno para un antiveneno comercial (Pérez Chauca et al., 2008). Por otro lado en 
el 2008 García et al., determinaron la capacidad neutralizante de un antiveneno 
liofilizado producido en el Instituto Nacional de Salud del Perú, para el veneno de 
Bothrops atrox con Dosis hemorrágica mínima de 4.1 µg y una DE50 de 230.7 µL de 
antiveneno/mg de veneno; para este caso la concentración de las proteínas del 
antiveneno fue cuantificada por Lowry y absorbancia a 280 nm  con valores de 51.4 
mg/mL y 70.7 mg/mL, respectivamente. Además, Gutiérrez et al., en 1985 encontró que 
existe neutralización cruzada de un antiveneno botrópico polivalente comercial de Costa 
Rica sobre distintos venenos  de serpientes del genero Bothrops, presentaban una DE50 
efectiva por ejemplo para B. picador encontró un valor de 430 µL de antiveneno/mg de 
veneno (altamente efectiva). Acorde con lo reportado anteriormente en el presente 
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trabajo se encontró que el veneno total presentaba una DHM de 0.81 µg y  la fracción 
hemorrágica 0.433 µg. Las variaciones en la dosis hemorrágica mínima entre estos 
trabajos sobre veneno total de B. atrox se debe a diferencias de edad, región y estado 
fisiológico de las serpientes (Figura 11, Saldarriaga et al., 2003). La disminución de DHM 
entre el veneno total (0.81 µg) y la fracción hemorrágica (0.433 µg) significa un aumento 
en la potencia de la actividad hemorrágica de esta fracción y se debe a que la 
purificación por Sephadex G-100 separó una fracción con mucho contenido de proteínas 
de alto peso molecular y elevada actividad hemorrágica, estando presentes en este 
grupo principalmente metaloproteasas de tipo III.  
Por otro lado, Segura, A., et al., 2010 evalúa la capacidad de 7 sueros antibotropicos 
comerciales para diferentes regiones, de neutralizar los efectos biológicos de varios 
venenos de serpientes del genero Bothrops entre ellos B. atrox de Colombia (DHM: 1.4 
µg) y B. atrox de Perú  (DHM: 1.4 µg). Las concentraciones de proteína de los 
antiveneno fueron medidas por el método de Biuret (24, 36, 47, 46, 75, 80 y 56 mg/mL) 
y tuvieron capacidad de neutralizar la actividad hemorrágica de B. atrox de Perú  (DHM: 
1.4 µg) con DE50 de 342, 270, 324, 808, 236, 148 y 835 µL de antiveneno/mg de veneno 
y de neutralizar la actividad hemorrágica de B. atrox de Colombia  (DHM: 1.4 µg) con 
DE50 de 135, 98, 90, 306, 61, 76 y 195 µL de antiveneno/mg de veneno. Por otra parte 
Otero et al., 1999,  evalúa la capacidad de 3 antibotrópicos comerciales, de diferentes 
regiones, para neutralizar los efectos biológicos del veneno de B. atrox (DHM: 1.6 µg) 
encontrando que tuvieron la capacidad de neutralizar la actividad hemorrágica de B. 
atrox (DHM: 1.6 µg) con una DE50 de 71, 66 y 121 µL de antiveneno/mg de veneno. Mas 
adelante mediante el método de Lowry, Otero et al., en el 2002 cuantificaron 4 
antivenenos polivalentes, cuyas concentraciones fueron de 60, 56, 147 y 52 mg/mL y 
determinaron que la DE50 de estos cuatro antivenenos para la actividad hemorrágica del 
veneno de Bothrops asper fueron de 61, 524, 295 y 40 µL de antiveneno/mg de veneno 
para las concentraciones de 147, 52, 56 y 60 mg/mL, respectivamente.  En contraste, 
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en este trabajo se encontró que el mejor candidato de anticuerpo recombinante de un 
solo dominio tuvo una DE50 de 2 247 µL de antiveneno/mg de veneno y el promedio de 
la concentración de los 18 anticuerpos de un solo dominio fue de 1.38 mg/mL; muy por 
debajo de lo que se reportó en otros antivenenos comerciales. Estos resultados  se 
pueden deber a que para determinar la dosis efectiva media se mide la cantidad en 
volumen (µL) que neutraliza una cantidad constante de veneno (dosis reto, µg) sin tomar 
en consideración en ningún momento la concentración del antiveneno, esto se debe a 
que generalmente los antivenenos tienen diferentes concentraciones de proteínas  
incluso de lote a lote de antiveneno, debido, intrínsecamente, al proceso de fabricación  
(Otero et al., 2002), porque ninguna ley o reglamento exige normalizar la concentración 
de proteínas de los sueros antibotrópicos producidos. Además, La dosis efectiva se 
expresa en unidades de µL de antiveneno que neutraliza 1 mg de veneno. Sin embargo 
sabiendo que una mayor concentración del antiveneno a inocular implica una mayor 
cantidad de proteína, aumentándose así el riesgo de una reacción anafiláctica. 
(Rodríguez et al., 2004).   
Se encontró que el nanoanticuerpo 6 a pesar de que aparentemente neutralizó en el 
ensayo tamiz de neutralización, no neutralizó la actividad hemorrágica según su curva 
de dosis efectiva media. Esto se puede deber a que en los ensayos de actividad 
hemorrágica solo se midió el halo hemorrágico sin tomarse en cuenta la intensidad de 
la hemorragia, esto es una problema de omisión obviado en la mayoría de estudios, 
debido a que la intensidad hemorrágica probablemente simbolice la cantidad de 
extravasación de sangre, para superar esta dificultad algunos autores proponen un 
procedimiento basado en la extracción de la hemoglobina presente en la hemorragia y 
su cuantificación mediante la lectura a  540 nm (Pérez Chauca et al., 2008).Por otro lado 
Jenkins et al., (2017) exhiben el problema de la omisión de la intensidad al momento de 
medir la potencia hemorrágica de los venenos y mediante el uso de herramientas 
bioinformáticas proponen una solución, combinar el área hemorrágica y la intensidad 
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hemorrágica  con una herramienta de análisis de imagen gratuita (Inkscape 0.91) para 
producir valores cuantificables de la actividad hemorrágica (en unidades HaU). Como 
dicen los autores se  logra reducir el tiempo, mejorar el resultado y   su  implementación 
y uso es fácil. En su trabajo se encontró una correlación directamente proporcional entre 
la cantidad de hemoglobina trasvasada (g/L) y las unidades hemorrágicas (HaU). 
En el presente estudio no se observó una relación entre el ensayo de neutralización in 
vivo e in vitro. 
Novak Zobiole, N., et al., en el 2015 evaluaron la citotoxicidad del veneno de Bothrops 
moojeni en células VERO obtuvieron una CD50 de 4.09 ± 0.04 µg/mL, también 
observaron que la citotoxicidad de este veneno es dosis-dependiente. Además, Guerra-
Duarte et al., en el 2015 encontraron que la citotoxicidad del veneno de Bothrops atrox 
en líneas celulares VERO fue de 12.12 µg/mL. Acorde con esto, en este trabajo el 
ensayo de citotoxicidad se observó una toxicidad considerable para el veneno de B. 
atrox.  
Girón et al., en el 2005 al separar el veneno  de serpiente Crotalus vegrandis  por una 
cromatografía de filtración, encontraron un primer pico de alto peso molecular que 
presentaba una elevada actividad hemorrágica. Evaluaron la citotoxicidad del veneno 
total y de la fracción hemorrágica de alto peso molecular encontrando una reducción de 
la citotoxicidad (4.92 µg/mL del veneno total y 18.4 µg/mL de la fracción hemorrágica).  
Aunado  a esto, Viala et al., en el 2015 observaron que en el análisis proteómico de  C. 
vegrandis muestra alto contenido de proteínas metaloproteasas del tipo III de alto peso 
molecular 55-75 kDa y LAAO de alto y mediano peso molecular  35-66 kDa.  Acorde con 
esto, en este trabajo la fracción hemorrágica fue menos citotóxica con un CD50 de 37.28 
µg/mL mientras que en el veneno total  fue más citotóxico con un CD50 de 18.82 µg/mL. 
Todo esto indica que la actividad citotóxica está más relacionada a LAAO y menos a las 
metaloproteasas. Por eso que la fracción pesada con alta actividad hemorrágica, tiene 
una menor citotoxicidad, posiblemente propiciado por la presencia de LAAO. 
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LAAO ha demostrado estar relacionada con la agregación e inhibición plaquetaria, la 
formación de edema y puede ejercer efectos citotóxicos en bacterias, Leishmania, 
tumores y linajes de células de mamíferos normales. (Izidoro et al., 2006; Naumann et 
al., 2011; Stábeli et al., 2007). Además otros trabajos anteriores demostraron  una 
correlación significativa entre la LAAO y la citotoxicidad in vitro (r=0.97, p <.05).( Lopes 
de Souza et al., 2015). Luego, Guerra-Duarte et al., en el 2015 también observaron una 
relación entre un ensayo de actividad in vitro para LAAO y la citotoxicidad en tres líneas 
celulares, células VERO, MGSO3 y HeLa. Por otro lado encontraron que en el género 
Bothrops existe alta actividad LAAO y actividad metaloproteinasa. En este trabajo, para 
la fracción hemorrágica se observó una citotoxicidad menor lo cual probablemente se 
debe a que en la purificación se seleccionó una fracción hemorrágica y probablemente 
se perdió una gran cantidad de LAAO del veneno total  que lleva a la reducción del 
efecto citotóxico del veneno. Adicionalmente al no tener un alto grado de pureza es 
probable que LAAO presente esté influyendo en gran medida en la citotoxicidad de esta 
fracción. 
Por lo mencionado anteriormente, se sabe que la LAAO está relacionada a la 
citotoxicidad directamente, sin embargo hay evidencia de que otras proteínas, también 
en menor medida, tienen esta capacidad o que funcionen en sinergia con la LAAO. 
Acorde con esto, se demostró que una fosfolipasa A2 ácida del veneno de Bothrops 
moojeni, con efectos bactericidas y de anti-agregación plaquetaria, tiene una actividad 
citotóxica moderada dependiente de la dosis, trabajando en tres líneas celulares 
tumorales (Jukart, SKBR3 y EAT) (Silveira et al., 2013). Del mismo modo, Oliveira et al., 
en el 2002 encontraron citotoxicidad de B. atrox, 34.64 µg/mL en células VERO. En ese 
trabajo se observa una relación entre la actividad proteolítica y la citotoxicidad,  aunque 
no significativa, algunos autores sugieren que proteínas proteolíticas también pueden 
estar relacionadas al efecto citotóxico del veneno.   
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En este trabajo 10 nanoanticuerpos (7 neutralizan y 3 no neutralizan la actividad 
hemorrágica) mostraron capacidad de neutralizar la citotoxicidad (Figura 18), esto se 
debería a que las proteínas citotóxicas como la LAAO u otras que actúan en sinergia 
con LAAO  permanezcan en la fracción hemorrágica pesada. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 
• Se evidenció la existencia de anticuerpos recombinantes de un solo dominio de 
llama (Lama glama) con capacidad neutralizante de la actividad hemorrágica de 
una fracción del veneno de la serpiente Bothrops atrox.   
• Por PAGE-SDS se determinó un peso molecular de 55 kDa para la proteína en 
la fracción hemorrágica en condiciones no reductoras. 
• La DHM para la fracción pesada fue 0.433 µg y para el veneno total de B. atrox 
0.81 µg. 
• En la expresión en E. coli el rendimiento de anticuerpos de un solo dominio fue 
de 4.34 µg/µL ± 3.91 µg/µL. 
• La dosis efectiva media para la actividad hemorrágica de un anticuerpo de un 
solo dominio fue de 2 247 µg de antiveneno/ mg de veneno. 
• Las dosis citotóxicas medias para el veneno total y la fracción hemorrágica 
pesada (~55 kDa) fueron 18.82 µg/mL y 37.28 µg/mL, respectivamente. 
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IX. RECOMENDACIONES 
 
 
 
La producción de nanoanticuerpos no solo debe aplicarse a venenos de serpientes sino 
más extensamente para cualquier otra ponzoña que sea un problema de salud pública. 
Además por las características intrínsecas los anticuerpos de un solo dominio también 
sería aplicable a otros campos, por ejemplo la producción de kits de diagnóstico 
Se espera que en el futuro se complemente el presente trabajo para producir a mayor 
escala una mezcla de anticuerpos de un solo dominio con capacidad neutralizante de 
las distintas actividades biológicas del veneno de Bothrops atrox.  
Los anticuerpos de un solo dominio son proteínas purificadas, es probable que al 
mezclarlas entre si la sinergia pueda potenciar la neutralización de la actividad 
hemorrágica e incluso la letalidad del veneno. 
El nanoanticuerpo 6 que mostro una mayor neutralización de la actividad hemorrágica 
puede ensayarse más adelante en reacción cruzada sobre venenos de otros miembros 
del genero Bothrops. Debido al tiempo de vida corto que presentan los nanoanticuerpos 
se podría plantear mas adelante otros trabajos para el diseño de dinanoanticuerpos 
(nanoanticuerpos diméricos) o diseñar el nanoanticuerpo 6 fusionado a una región 
constante de anticuerpo humano, logrando aumentar su tiempo de vida en el suero.  
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XI. ANEXO 
Tabla A1. Esquema de las concentraciones de de color gris oscuro ( , Filas A-D) 
fueron usadas con el veneno total de B. atrox mientras que gris claro ( ,Filas E-H) 
fueron usadas con una fracción hemorrágica pesada. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
B 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
C 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
D 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
E 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
F 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
G 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
H 380.95 190.48 95.24 47.62 23.81 11.90 5.95 2.98 1.49 0.74 C- B 
  
 
 
  
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
1    2    3    4     5     6   7    8    9    10  11  12 
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Soluciones y buffers 
Tabla A2. Componentes de PAGE-SDS al 15 y 12 % 
REACTIVO Gel separador 15%/12 % 
(Resolución) 
Gel concentrador 5% 
(empacamiento) 
Agua destilada (mL) 2.3/3.3 2.7 
Acrilamida 30%  5/4 mL 670 µL 
Buffer del gel (1 M pH 
8.8*/0.5 M pH 6.8**) 
2.5 mL 500 µL 
SDS 10% (µL) 100  40 
APS 10% (µL) 100  40 
TEMED (µL) 10 4  
Total (mL) 10 4 
*buffer para gel resolución y **buffer para gel de empacamiento 
 
Tabla A3. Componentes de buffer Tris-glicina (Buffer de corrida) 
Reactivos Peso (g) Concentración final 
Tris base 3.038 25 mM 
Glicina 15.01 200 mM 
SDS 1 0.1 % 
*Completar hasta 1 L de agua destilada  
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Tabla A4. Componentes de la solución de trabajo acrilamida/bisacrilamida 30% 
Reactivos Peso (g) Concentración final 
Acrilamida 29.2 29.2 % 
Bisacrilamida 0.8 0.8 % 
Mezcla total 30 30 % 
*Completar hasta 100 mL de agua destilada, filtrar y almacenar refrigerado y en 
oscuridad. 
Terrific Broth (TB) (Tartof y Hobbs, 1987) 
Disolver 12 g de triptona, 24 g de extracto de levadura y 4 mL de glicerol en 900 mL de 
agua destilada y esterilizar en autoclave por 20 minutos a 15 lb/sq en ciclo líquido. 
Permitir que la solución enfrié hasta 60 oC o menos y luego añadir 100 mL de una 
solución estéril de KH2PO4 al 0.17 M, K2HPO4 al 0.72 M.  
Ampicilina (100 mg/mL)  
En un frasco llenar 30 mL de etanol al 70% Pesar 5 g de ampicilina y diluir en el frasco 
con alcohol. Llevar a 50 mL con etanol 70%. Esterilizar por filtración en membrana con 
poro 0.22 micras. Alicuotar y almacenar a -20 oC.  
Glucosa al 20% (100 mL)  
En un frasco llenar 70 mL de agua destilada. Pesar 20 g glucosa y diluir en el frasco con 
agua destilada. Llevar a 100 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave por 20 
minutos a 15 lb/sq en ciclo líquido y almacenar a temperatura ambiente en un lugar seco 
y bien sellado. 
MgCl2 al 2 M (50 mL) 
Disolver 20.33 g MgCl2.6H2O en 40 mL de agua destilada, luego ajustar hasta 50 mL de 
volumen con agua destilada. Autoclavar o filtrar y almacenar a temperatura ambiente. 
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Isopropil-B-Dthiogalatosiida (IPTG) 1 M (50 mL) 
Disolver 11.92 g  de IPTG en 40 mL de agua destilada, luego ajustar hasta 50 mL de 
volumen con agua destilada. Esterilizar por filtración y almacenar a temperatura 
ambiente. Almacenar a -20 oC en alícuotas de 1 mL 
EDTA 100 mM (50 mL) 
Disolver 1.86 g EDTA en 40 mL de agua destilada, luego ajustar hasta 50 mL de volumen 
con agua destilada. Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente. 
Tris-HCl pH 8.0 1 M (1 L) 
Disolver 121.1 g de Tris base en 900 mL de agua destilada, luego ajustar pH 8 con HCl 
y llevar el volumen hasta 1 L de volumen con agua destilada. Autoclavar y almacenar a 
temperatura ambiente. Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente. 
TES (1 L) 
Disolver 171.15 g de sacarosa, 200 mL Tris-HCl 1 M pH 8.0 y 5 mL de 100 mM de EDTA 
en 700 mL de agua destilada y ajustar el volumen a 1 L. Esterilizar por filtración con 
filtros de 0.22 micras. Almacenar a 4 oC  
TES/4 
Mezclar 1 volumen de TES con 3 volúmenes de agua destilada estéril y almacenar a 4 
oC 
Determinación de la viabilidad celular 
Se graficó el porcentaje de viabilidad celular versus el logaritmo de la concentración final 
de veneno usado. Para determinar el porcentaje de viabilidad celular se usó la fórmula:  
%viabilidad celular = ሺܱଶ��ଵሻ − ሺܱଵ��ଶሻሺܱଶ� ଵܲሻ − ሺܱଵ� ଶܲሻ �ͳͲͲ ܱଵ= Coeficiente de extinción molar (E) del Alamarblue oxidado (azul) a 570 nm 
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ܱଶ= Coeficiente de extinción molar (E) del Alamarblue oxidado  a 600 nm �ଵ=Absorbancia de pocillos de test  a 570 nm  �ଶ= Absorbancia de pocillos de test  a 600 nm 
ଵܲ= Absorbancia de pocillos control de crecimiento positivo (blanco)  a 570 nm 
ଶܲ= Absorbancia de pocillos control de crecimiento positivo (blanco)  a 600 nm 
 
Tabla A5. Coeficiente de extinción molar de resazurina. 
Ȝ (R)* (E)** 
570 155.677 80.586 
600 14.652 117.216 
* Coeficiente de extinción molar (E) del Alamarblue reducido 
** Coeficiente de extinción molar (E) del Alamarblue oxidado 
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Figura A1. Flujo de trabajo para la determinar la neutralización de los anticuerpos de 
un solo dominio sobre el efecto hemorrágico del veneno de B. atrox. 
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Figura A2. Esquema de la inducción y expresión de anticuerpos recombinantes de un solo dominio   
Medio TB (amp+glu) 
Se pica y se 
cultiva 
LB-agar 
(amp+glu) 
Se siembra 50 µL de cepa 
recombinante 
criopreservada y se incuba 
a 37°C overnight 
500mL (x2) 
Preinoculo medio LB 
(amp+glu) 
Se incuba a 37°C toda la 
noche y se inocula 2 mL 
en 500 mL  
Se incuba a 37°C  
hasta un OD 0.6-
0.9 aprox. 5 horas 
Se coloca IPTG: 
inductor 
 
Colonias 
aisladas 
Se incuba a 28°C 200 
rpm toda la noche 
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Figura A3. Esquema de obtención del extracto periplasmático a partir del cultivo de E. coli VHH+ inducido. 
Centrifugación 
+8 mL de buffer TES +16 mL de buffer TES/4 
Agitación 200 rpm a 
4°C 
Centrifugación y 
recuperación del 
sobrenadante 
Extracto periplasmático 
Anticuerpos 
recombinantes 
expresados en cultivo 
Decantación 6 horas Overnight 
Agitación 200 rpm a 
4°C 
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Figura A4. Esquema de la purificación de nanoanticuerpo 
Extracto periplasmático 
1 mL de resina de 
Niquel  
Elución con HEPES 1 x 
e imidazol 0.5 M 
Se colectaron fracciones de 1 mL 
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Figura A5. Esquema de la purificación de veneno de B. atrox sobre Sephadex G-100 
  
Muestra Veneno total de 
B. atrox 
Buffer: acetato de 
amonio pH 0.5 a 0.1 M 
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Figura A6. Actividad hemorrágica del veneno de B. atrox en ratones por vía intradérmica y evaluación del halo hemorrágico después de dos 
horas 
  
2 horas 
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Figura A7. Tamiz de neutralización de actividad hemorrágica (fracción hemorrágica) de los anticuerpos de un solo dominio. 
  
90 µg de 
nanoanticuerpo 1.4 µg de fracción 13 del veneno 
Incubación 1 h a 37°C 
Inoculación vía intradérmica (i.d.)  
Se emplearon los lineamientos establecidos por Kondo et al. (1960) 
2 horas 
Sacrificio y evaluación 
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Figura A8. Especies animales utilizadas en el estudio, Bothrops atrox y Lama glama. 
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